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 1. Bevezetés és célkit zés 
 
A lucerna (Medicago sativa) diploid és tetraploid változatai el - és közép-ázsiai 
eredet , mára már az egész világon elterjedt gazdaságilag jelent s pillangósvirágú növények. 
A tetraploid lucerna tápértéke és a magas fehérjetartalma miatt hazánkban is az egyik 
legfontosabb takarmánynövény. Gazdasági jelent ségét azonban nem csak a 
takarmánynövények között betöltött szerepe, hanem talajjavító tulajdonságai is adják. A 
lucerna a pillangósvirágúak egyéb fajaihoz hasonlóan Rhizobium baktériumokkal 
szimbiotikus nitrogénköt  kapcsolat kialakítására képes, melynek során kialakul egy új 
növényi szerv, a szimbiotikus güm . A güm ben a baktériumok megkötik a leveg  
nitrogénjét, és a növény számára felvehet  és hasznosítható vegyületekké alakítják. A növény 
pedig ellátja szerves vegyületekkel a baktériumokat. A növény életciklusának végeztével 
szerves anyagainak egy részét a term felületen hátrahagyja, ezáltal a talajt egyéb szerves 
anyagok mellett nitrogénben is gazdagítja.  
A különböz  Medicago fajok a molekuláris biológia reflektorfényébe els sorban 
emiatt a szimbiotikus nitrogénköt , illetve a mikorrhiza kapcsolatra való képességük miatt 
kerültek, de kiterjedt kutatások folynak a kórokozókkal szembeni válaszreakcióik és egyéb 
biológiai folyamatok molekuláris hátterének felderítése érdekében is. A munkát igen 
nagymértékben el segítik az el rehaladott állapotban lév  Medicago genomikai programok 
(http://www.medicago.org), melyeket a pillangós modellnövény Medicago truncatulá-n 
folytatnak. A termesztésben leggyakrabban el forduló idegenbeporzó autotetraploid lucerna 
közeli rokonának számító diploid Medicago truncatulá-t egyszer bb genomszervez dése 
miatt választották ki modellnövénynek. Egyéb pillangós fajokkal, mint a tetraploid és diploid 
lucernákkal vagy a borsóval korábban kimutatott genom szervez désben és szekvencia 
szinten való hasonlósága révén ez a növény hatékony eszköze a természetben el forduló, 
avagy mesterségesen el állított lucerna és borsó mutáns fenotípusokért felel s gének 
felderítésének (Endre és mtsai., 2002/b). A kizárólag M. truncatulá-n végzett kutatás 
eredményeinek közvetlen felhasználását a termesztett lucernára azonban részben megnehezíti, 
hogy a két faj egymással nem keresztezhet . 
A diploid M. sativa alfajok a M. truncatulá-nál szorosabb rokonságban állnak a 
tetraploid termesztett lucernával. Mindannyian a M. sativa komplexbe sorolhatók, így 
egymással –ha nehézkesen is- de keresztezhet ek. Mivel ezek a növények 
idegentermékenyül k, a természetben el forduló növények genomjának nagy része 
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heterozigóta állapotban van. Ilyen módon fennmaradhatnak a populációban különböz  mutáns 
allélok. Ezeknek a heterozigóta növényeknek az önbeporzásakor mutáns fenotípusok 
jelenhetnek meg, amikor egy a természetben el forduló allélváltozat homozigóta állapotba 
kerül. Ezt a jelenséget Kiss és munkatársai (1993) kihasználták a diploid M. sativa 
géntérképének létrehozásakor. A térképezéshez használt két különböz  alfaj vad típusú 
egyedeinek keresztezéséb l nyert F2 térképez  populációban számos mutáns fenotípust 
sikerült megfigyelniük. Ezek közé tartoztak a virágszín változatok, a „ragadós levél”, a 
csíranövény korban letális mutációk, a halvány levélszín vagy a törpe növekedési fenotípus is. 
A dolgozatomban leírt munka ez utóbbi, törpe fenotípus genetikai hátterének vizsgálatát, a 
fenotípusért felel s gén izolálását célozza. 
Azok számára, akik egy adott fenotípust kialakító gént, illetve annak a mutáns 
változatát szeretnék izolálni, több molekuláris biológiai eszköz is a rendelkezésére áll. Ezek 
közül az egyik legmegbízhatóbb a térképezésen alapuló klónozás. A genetikai térképezés 
biztosítja, hogy valóban a fenotípusért felel s gént találjuk meg (Endre és mtsai., 2002/b).  
Még inkább célravezet  lehet, ha a fenotípusért felel s gén izolálásának kérdését több 
irányból közelítjük meg, egyrészt használjuk a térképalapú klónozás módszerét, másrészt a 
mutáns növény jellemz ib l következtetve keresünk jelölt gént. A törpe fenotípusért felel s 
gén izolálásához ezen a két útvonalon indultunk el.  
A törpe fenotípus abban a térképez  populációban jelent meg, amit korábban a diploid 
M. sativa részletes géntérképének elkészítéséhez használtak (Kiss és mtsai., 1993; Kaló és 
mtsai., 2000). A térképezésen alapuló klónozás során végzend  kromoszómasétát azonban 
nehezíti, hogy a diploid M. sativa esetében nem rendelkezünk nagy mennyiség  genomi 
szekvencia információval. A M. truncatula, mint a pillangósvirágúak modellnövénye azonban 
fejlett genomikai rendszerrel rendelkezik (Cook, 1999). Részletes géntérkép (Thoquet és 
mtsai., 2002; Choi és mtsai., 2004/a), a teljes genomot lefed  BAC (Bacterial Artificial 
Chromosome) könyvtár áll rendelkezésre ebb l a növényb l (Nam és mtsai., 1999), 
genomjának szekvenálása folyamatban van. A két rokon Medicago faj, a lucerna és a M.
truncatula között nagyfokú hasonlóságot tapasztaltak a gének sorrendjében és azok 
szekvenciájában is (Choi és mtsai., 2004/a és 2004/b). A M. truncatula BAC könyvtárak 
bizonyítottan használhatóak a genomséta folyamatában M. sativa gének izolálásához (Endre 
és mtsai., 2002/ b), ezért mi is ezeket használtuk. 
Egy M. sativa fenotípusért felel s gén izolálásakor a jelölt gén megközelítésnél 
kézenfekv  megoldás, hogy a M. truncatula mutáns gy jteményekb l keressünk hasonló 
fenotípusú növényt. Azonban ha nem áll rendelkezésünkre ilyen M. truncatula mutáns, más 
 
 6
pillangós növény mutánsait is segítségül hívhatjuk. Így például a borsó esetében felgyülemlett 
ismereteket is felhasználhatjuk, figyelembe véve, hogy az összehasonlító géntérképezés 
eredményei alapján a borsó és a Medicago genomok bizonyos részeinek génsorrendjében 
szintén nagyfokú hasonlóságot tapasztalhatunk (Aubert és mtsai., 2006; Kaló és mtsai., 2004). 
Mindemellett Mendelig visszavezethet en számos borsó mutánst is leírtak, és az ezeknek a 
fenotípusoknak megfelel  gének és mutáns változataik közül sokat izoláltak. Ezek a mutánsok 
szintén megkönnyíthetik a Medicago gének izolálását.  
Összefoglalva a dolgozatban ismertetett munkát, élettani kísérletekben, illetve 
molekuláris genetikai eszközökkel vizsgáltuk a M. sativa törpe mutánsát, és azt a genomi 
régiót, ahol a fenotípust okozó gén található. A feladat elvégzéséhez a munkacsoportban 
rendelkezésünkre állt a diploid M. sativa részletes géntérképe és a térkép elkészítéséhez 
használt alap térképez  populáció. A genetikai térképezéssel behatárolt kromoszóma régióban 
a „genomsétához” a szintén rendelkezésünkre álló M. truncatula BAC könyvtár klónjait 
használtuk. A jelölt gén megközelítéshez egy másik irányvonalon megvizsgáltunk más 
növényfajok olyan már ismert génjeit, melyek mutációja hasonló fenotípust eredményez. 
Végül a borsó egy mutánsából kiindulva találtunk megfelel  jelölt gént. További kísérleteink 
arra irányultak, hogy bebizonyítsuk, hogy a jelölt gén valóban azonos a keresett, a törpe 
fenotípust okozó génnel. 
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2. Irodalmi áttekintés 
 
2. 1. A Medicago nemzetség jellemzése
 
A pillangósok (Fabaceae) családjába tartozó Medicago nemzetségbe több mint 60 fajt 
sorolnak, melyek kétharmada egynyári, egyharmada ével . A rendszertani egységen belül a 
nyolc haploid kromoszómaszám általános, de néhány egynyári faj (M. constricta, M. praecox, 
M. polymorpha, M. rigidula, M. murex) kromoszómakészlete ett l eltér en hét. A ploiditás 
szintek közül diploidok, tetraploidok és hexaploidok fordulnak el , a legtöbb faj azonban 
diploid, ez arra utal, hogy az evolució alapvet en ezen a szinten zajlott. A tetraploid fajok 
felbukkanását feltehet en egyenl tlen osztódással létrejött 2n gaméták találkozása okozhatta. 
Ezek a növények felülmúlva a diploid egyedeket megnövekedett méretük és megemelkedett 
életképességük miatt agresszíven kolonizálhattak új él helyeket.  
Az egynyári fajok jellemz en autogámok (öntermékenyül k), így jóval 
egyöntet bbek, ezzel szemben a többnyire allogám (idegentermékenyül ) ével  fajok jóval 
változékonyabbak. A fontosabb termesztett Medicago fajok a következ k: Medicago sativa 
L.- közönséges kék- vagy takarmánylucerna; Medicago X varia – tarkavirágú lucerna; 
Medicago falcata – sárkerep lucerna; Medicago lupulina – komlós lucerna; Medicago 
truncatula. Mez gazdasági szempontból hazánkban els sorban a M. sativa fajnak van nagy 
jelent sége (Bócsa és Szabó, 1987).  
 
2. 1. 1. A kísérletek alanya, a Medicago sativa 
 
A biológiai nitrogénkötés a fotoszintézis után a második legfontosabb biokémiai 
folyamat a Földön. Ez a folyamat becslések alapján évente 140 millió tonna nitrogént 
szolgáltat a Föld él lényeinek, melynek 80%-a szimbiotikus kapcsolat révén köt dik meg. Az 
egész világon elterjedt pillangósok a folyamatban kulcs szerepet játszanak. Nagyfokú 
diverzitásuk miatt a különböz  él helyek széles spektrumához adaptálódtak, ebben segít 
szimbiotikus kapcsolatuk a Rhizobiaceae családba tartozó baktériumokkal, mely lehet vé 
teszi, hogy a növény kevésbé függjön a talaj nitrogén tartalmától. Termésük és zöldtömegük 
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magas fehérje- és olajtartalma miatt kiemelt szerepük van az emberi táplálkozásban, alapvet  
élelmiszer és takarmányforrásnak számítanak.  
A pillangósok között is kiemelkedik a lucerna magas hozamával és nitrogénköt  
képességével (évente átlagosan hektáronként közel 200 kg kötött nitrogén). A 
gyökérsz rökön keresztül Rhizobium meliloti-val alakít ki szimbiotikus kapcsolatot, melynek 
során gyökérgüm k jelennek meg. Ezekben a szervekben folyik a szimbiotikus nitrogénkötés 
folyamata, a légköri nitrogén megkötése és annak a növény számára hasznosítható 
vegyületekbe építése. Nagyméret  karógyökérzete a nitrogénkötés mellett a talaj szerkezetét 
javítja, a kultúra után visszamaradva, pedig szervesanyagban gazdagítja. A mélyrehatoló 
karógyökér lehet vé teszi, hogy a növény szárazabb term helyeken is megéljen.  
Ha a faj egyéb morfológiai tulajdonságait vizsgáljuk, az egyik legszembet n bb 
bélyeg a M. sativa üreges, felálló és szerteágazó hajtásrendszere, mely 40-100 cm magasra 
megn het. A tetraploidoknak általában véve nagyobb méret ek a leveleik, a virágaik és a 
magjaik, mely tulajdonságok kedvez ek a mez gazdaság számára, ezért a termesztett fajták 
legtöbbje ezek közül kerül ki. Vegetatív úton hajtásdugványozással szaporítható, 
általánosságban jó regenerációs képessége miatt a tetraploid lucerna jó alanya az in vitro, 
transzformációs kísérleteknek. Üvegházi körülmények között akár évtizedekig fenntartható, 
ével  növény, a szántóföldön évente akár 3-4 alkalommal is kaszálható. Mivel 
idegentermékenyül , sorozatos önbeporzásakor beltenyésztéses leromlást tapasztalhatunk, 
ennek következtében generációnként jelent sen csökken az életképes utódok száma. A 
lucerna magva élettani szempontból a „keménymagvúak” csoportjába tartozik. A csírázást 
el segíti a szkarifikálás, a maghéj kémiai vagy mechanikai megsértése (Szalai, 1994.).  
Haploid genommérete a többi termesztett pillangós között a kisebbek közé tartozik, 
ám a termesztett lucerna tulajdonságainak tetraploid örökl désének követésekor komplex 
hasadási mintázatot kapunk, emiatt a genetikai vizsgálatok szemszögéb l nézve nem a 
legideálisabb alany. Ezért is fordultak a genetikai kutatások inkább a közel rokon diploid 
alfajok felé. Ezek a fajok rendszertanilag a Medicago sativa komplexbe sorolhatóak az 
autotetraploid termesztett lucernával együtt. A M. sativa komplex tagjai egymással 
keresztezhet ek, ennek a legnagyobb gátját a különböz  ploiditás szint jelentheti. Ezt az 
akadályt áttörhetik a kis gyakorisággal el forduló nemredukált gaméták. Tehát lehet ség van 
a diploid lucerna alfajok esetében elért kutatási eredmények közvetlen átvitelére a termesztett 
tetraploid fajtákra, így például egy a diploid alfajból izolált mez gazdaságilag kedvez  
tulajdonságú gén introgresszióval, azaz sorozatos irányított keresztezésekkel való bevitelére.  
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A jelen munkában vizsgált M. sativa ssp. quasifalcata és a M. sativa ssp. coerulea a 
Lesins és Lesins (1966) besorolás alapján az alfajok két különböz  csoportjába tartoznak 
(Hanson és mtsai.,1988), a köztük lév  genetikai távolság és polimorfizmus mértéke elegend  
a részletes kapcsoltsági térkép elkészítéséhez. A M. sativa növények idegenbeporzók, így a 
természetben elterjedt a heterozigótaság, sokféle allél található meg a populációkban, ez 
szintén el nyös a genetikai térképezés szemszögéb l. A különböz  alfajok között, így az 
el z ekben említetteknél is, gyakran jelentkeznek alaktani eltérések, például eltér  virágszín, 
mag alak, amiket mint morfológiai markereket a korábban elkészült genetikai térkép 
létrehozásához is felhasználtak.  
A jelenleg folyó kutatások nem csak a szimbiotikus nitrogénkötés vizsgálatát 
célozzák. Számos kutatócsoportban a molekuláris biológia eszközeivel tanulmányoznak 
egyéb gazdasági vagy biológiai szempontból fontos és érdekes folyamatokat és az ezekben 
résztvev  géneket, például rezisztencia géneket. A Medicago Genetikai Csoportban jelenleg is 
folyik egy a fuzárium ellen rezisztenciát biztosító gén izolálása (Balogh és mtsai., 2007). Ezek 
a kutatások amellett, hogy új információkat szolgáltatnak bizonyos folyamatok molekuláris 
hátterének megértéséhez, nagyban el segíthetik a modern nemesít i munkát is, ezzel pedig 
közvetlen haszonhoz juttathatják a gazdaságot. 
 
2. 1. 2. A Medicago truncatula, mint a pillangósvirágúak modellnövénye  
 
A gazdaságilag fontos növények nagy része viszonylag nagy és/vagy összetett 
genommal rendelkezik, gyakori az auto- és allopoliploidia, esetleg a genom nagymértékben 
tartalmaz nemkódoló, úgynevezett töltelék DNS-t. Ezek a jellemz k jelent sen 
megnehezíthetik ezeknek a növényeknek a molekuláris genetikai vizsgálatát, a gazdaságilag, 
vagy biológiai szempontból érdekes gének izolálását. Az a felismerés azonban, hogy az egy 
rokonsági körbe tartozó növények genomja a rokonság fokától függ  mérték  hasonlóságot 
mutat, lehet séget nyújt arra, hogy a csoport egy a genetikai kutatások szemszögéb l 
egyszer bb genomszervez dés  kiválasztott tagját, mint modellt vizsgáljuk. A kapott 
eredmények sok esetben adaptálhatóak más, a csoportba tartozó növényre is. Ilyen módon a 
kutatásra fordított id  és a költségek is csökkenthet ek. 
A kétszik ek modellnövénye, az Arabidopsis thaliana esetében 2000 óta 
rendelkezésünkre áll a kb 100 Mbp-os genom teljes szekvenciája, ezt megel z en elkészült az 
igen részletes kapcsoltsági térképe, több mutáns gy jteménye létezik (The Arabidopsis 
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Genome Initiative 2000; www.arabidopsis.org). Az Arabidopsis azonban nem használható 
minden kétszik  növényen megfigyelt jelenség, így például a pillangósvirágúakra jellemz  
szimbiotikus nitrogénköt  kapcsolat vagy specifikus rezisztencia gének, tanulmányozására. 
Genomszinten pedig igen kismérték  a hasonlóság az Arabidopsis és a Medicago fajok 
között. Ennek ellenére kisebb genomi régiók szekvenciaszint  hasonlóságát (microsynteny) 
sikerült kimutatni (Kevei és mtsai., 2005). 
A pillangósok közül a diploid M. truncatula-t választották az egyik modellnövénynek 
els dlegesen a növény-mikroba kölcsönhatások, a rizobiális és mikorrhiza kapcsolatok 
tanulmányozására. Emellett a növényre jellemz  nagymennyiség  szekunder metabolit 
termelés és a pillangósokra jellemz  rezisztencia gének molekuláris felderítésére is irányulnak 
vizsgálatok (Cook, 1999; Cook és Denarié, 2000/a; Cook és mtsai., 2000/b; Harrison, 2000; 
Oldroyd és mtsai., 2001; Ané és mtsai., 2008; Zhu és mtsai., 2002).  
A Földközi-tenger partján shonos M. truncatula számos endemikus populációval 
(ökotípussal) rendelkezik, melyek értékes forrásául szolgálhatnak a populációgenetikai és 
géntérképezési kutatásoknak. A növényt magát Ausztráliában vonták termesztésbe, ahol 
els sorban téli takarmányként és vetésforgóban a búzával termesztették kihasználva, hogy jól 
bírja a csapadékszegény téli id járást (Davidson és Davidson, 1993). A természetes 
tulajdonságai közül rövid életciklusa (6-8 hét), a nemzetségen belül is kicsinek számító 
haploid genommérete (500 Mbp, az Arabidopsis genomméretének ötszöröse), 
öntermékenyül  képessége és közeli rokonsága a termesztett lucernával alkalmassá teszik 
arra, hogy kísérleti redszerekben modellként használják, genomszekvenálási programok 
alanyává váljon (Choi és mtsai., 2004/a). 
 
2. 1. 3. Medicago truncatula a molekuláris genetikai kutatásokban 
 
A nemzetközi szinten folyó M. truncatula kutatás egyik els  látványos eredménye a 
nagyszámú EST-t (Expressed Sequence Tags– cDNS szekvencia részlet) tartalmazó adatbázis 
létrehozása volt. A 2006 októberére megszekvenált több mint 18600 TC (Tentative Consensus 
Sequence - átfed  EST-kb l összeállított szekvencia) és 18200 egyedi EST olyan cDNS 
könyvtárakból származik, melyek különböz  szövetekb l (Covitz és mtsai., 1998), fejl dési 
fázisból, vagy valamilyen patogénnel, szimbionta partnerrel fert zött, esetleg abiotikus 
stressznek kitett növényi anyagból készültek (Cheung és mtsai., 2006; Györgyey, 2000; 
www.medicago.org; Bell és mtsai., 2001). Az EST adatbázis lehet séget nyújtott micro- és 
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micro- és macroarray-k, genetikai markerek fejlesztésére, valamint nagy segítséget nyújtott a 
M. truncatula genomszekvenálásához is. A kifejlesztett microarray-k, melyeken egy „unigene 
set”-et (nem-redundáns cDNS szekvenciák gyüjteménye) rögzítettek, lehet séget adnak arra, 
hogy a tudományos közösség tagjai összehangolják a génkifejez dés vizsgálatára irányuló 
kísérleteiket, illetve rövid id  alatt nagymennyiség  adathoz jussanak arról, hogy a különböz  
gének hogyan reagálnak adott folyamatokra. A genomikai kutatások mellett proteomikai és 
metabolomikai jellemzése is folyik a növénynek. Mindezek együttesen segítenek a gének 
funkciójának megértésében. Kidolgozásra kerültek a növényre hatékony transzformációs 
rendszerek is, melyek lehet vé tették T-DNS mutáns vonalak létrehozását. Számos EMS (etil-
metán-szulfonát) mutánst is el állítottak már (Penmetsa és Cook, 2000). A genetikai 
kutatások egyik legfontosabb alappilléreként a teljes genomot lefed  kapcsoltsági térképek 
készültek (Mun és mtsai., 2006; Thoquet és mtsai., 2002; Choi és mtsai., 2004/a), melyeket 
integráltak a citogenetikai kutatásokkal (Kulikova és mtsai., 2001).  
A genomikai vizsgálatok másik alapvet  jelent ség  mozzanataként a M. truncatula 
genomjából BAC könyvtárak készültek (Cook, 1999). A BAC (Bacterial Artificial 
Chromosome – vektorként használt mesterséges bakteriális kromoszóma) klónok átlagos 
inszertmérete (100-200 kb) lehet vé teszi, hogy kezelhet  mennyiség  klón segítségével a 
teljes növényi genomot reprezentáló könyvtárat hozhassanak létre. Ezeken a klónokon alapul 
a nemzetközi összefogásban végzett genomszekvenálási program. A M. truncatula esetében 
több BAC könyvtár is készült. A parciális HindIII emésztéssel el állított BAC könyvtárak 
(mth1, mth2) klónjainak átlagos inszertmérete 150 kb, és megközelít leg harmincszoros 
genom lefedettséget adnak (Nam és mtsai., 1999; www.medicago.org). Készültek még 
parciális EcoRI emésztéssel is BAC klónok, de a genomszekvenálási programok els sorban 
inkább a HindIII klónokat használják. Ezek a munkák f ként a ~100 Mbp nagyságú a 
kromoszómakarokat kitölt , gén-gazdag eukromatikus régióra irányulnak. A nemzetközi 
összefogásban végzett nagyszabású kutatás során nyert szekvencia és egyéb adatok az 
interneten keresztül szabadon elérhet ek és felhasználhatóak a további kutatásokhoz. Mindez 
lehet vé teszi, hogy valamilyen tulajdonsággal kapcsoltságot mutató markerek segítségével 
hibridizációval vagy multiplex PCR (Polimerase Chain Reaction - polimeráz láncreakció) 
technikával azonosítsunk BAC klónokat. A klónok nagy része HindIII emésztési mintázatuk 
hasonlósága („fingerprint” mintázata) alapján kontigokba van sorolva. Ezek a kontigok az 
emésztési mintázatuk részleges hasonlósága miatt egymással feltehet en átfed  inszert  BAC 
klónok sorozatából állnak. Ezeknek az adatoknak a felhasználásával jelent sen lerövidíthet  a 
fenotípustól a gén térképezésen alapuló izolálásáig tartó út. A dolgozatban ismertetett kutatás 
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kezdetekor a genom szekvenálása még egy kezdeti stádiumban volt, 2008-ra a M. truncatula 
genom szekvenciájának ~70%-a ismert. 
 
2. 2. Biológiai folyamatok vizsgálata genetikai eszközökkel 
 
Egy-egy biológiai jelenség okainak illetve hátterének feltárásához talán a legjobb 
eszközöket a klasszikus és molekuláris genetika szolgáltathatja. A vizsgált él lényben lezajló 
folyamatok megértéséhez kulcsfontosságú az azokban résztvev  gének és géntermékek 
ismerete. A gének izolálására világszerte számtalan módszert írtak le és alkalmaznak. Ezek 
közé tartozik a T-DNS inszerción alapuló módszer, a heterológ hibridizációs próbával történ  
génazonosítás, vagy például fehérje interakciós partner izolálása éleszt  két-hibrid eljárással. 
Ezeknek a módszereknek megvannak a maguk korlátai. Egy részük például nehézkesen 
alkalmazható nagyobb méret  genomoknál (pl.: T-DNS-sel jelölés), más részük esetében az 
eljárás során izolált fehérje a valóságban nem biztos, hogy a növényen belül úgy viselkedik, 
mint a mesterségesen beállított körülmények között.  
Az eljárások egy másik része azon alapul, hogy a valamilyen szempontból különböz  
él lényekben összehasonlítják a gének expressziójának mértékét, és különbségeket keresnek. 
Feltételezik, hogy a vizsgált jelenség kialakulásában szerepük van azoknak a géneknek, 
melyek különböz  mennyiségben fejez dnek ki az összehasonlított él lényekben. Az ilyen 
módszerek közé tartozik a „differential display” vagy a microarray technika is, melynek egyik 
el nye, hogy egyszerre nagyszámú gén követhet  nyomon. Ezeknek a módszereknek a 
kizárólagos használatának megvan az a hátránya, hogy a különböz  szint  expresszió nem 
feltétlenül jelenti azt, hogy az adott génnek tényleges alapvet  szerepe van a vizsgált jelenség 
kialakításában. Erre az esetre szolgálhat példaként az ENOD12 gén, amir l az expressziós 
vizsgálatok alapján úgy gondolták, hogy nagy szerepet játszik a nitrogénkötésre alkalmas 
güm  képz désében, ám kés bb kiderült róla, hogy nem esszenciális a m köd  güm  
képz déséhez, expressziójának növekedése csak kísér  jelensége a güm képz dés korai 
szakaszának (Csanádi és mtsai., 1994).  
Tehát az el bbiekben bemutatott eljárások hasznos információkkal szolgálhatnak a 
vizsgált biológiai folyamat hátterének megértéséhez, de az eredmények kiértékelésekor 
szükség lehet azok validálására, illetve más kísérleti eredményekkel való alátámasztására. 
Erre a célra gyakran alkalmazzák a pozícionális, más néven térképalapú klónozás nagy 
megbízhatósággal m köd  módszerét, melyet használhatunk egy bizonyos fenotípust 
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kialakító mutáns gén izolálására. A genetikai térképezés biztosítja, hogy valóban a fenotípus 
kialakulásáért felel s gén kerüljön a látóterünkbe. Azonban ez a módszer sem alkalmazható 
automatikusan minden esetben, például letális alléllal rendelkez  gének izolálásakor, és így az 
alapvet  anyagcsere folyamatok vizsgálatára sem. A módszer korlátját jelenthetik a 
többkópiás gének is. További hátránya lehet, hogy meglehet sen munkaigényes, de ezt 
ellensúlyozza megbízhatósága.  
 
2. 2. 1. Térképalapú klónozás, mutáns növények segítségével izolált gének 
A térképalapú klónozás megbízható módszert nyújt a különböz  biológiai jelenségek 
tanulmányozására, gazdaságilag vagy egyéb szempontból fontos gének izolálására. A 
folyamatnak több lépése van: el ször a fenotípusért felel s lókusz térképezése történik meg 
minél szorosabb határmarkerek azonosításával, majd a közöttük lév  genomi régió szekvencia 
analízisével keresnek jelölt gént. A jelölt gén és a fenotípus szoros, ok-okozati 
összefüggésének bizonyítására genetikai komplementációt végeznek. 
A gyakorlatban egy fenotípus genetikai vizsgálatát azzal kezdjük, hogy megvizsgáljuk 
az öröklésmenetét. Meghatározzuk a szegregációs arányt, amib l következtethetünk arra, 
hogy az illet  fenotípust hány gén alakítja ki, milyen jelleg  (domináns vagy recesszív) az 
örökl dése. Bár csak a hasadási arányokra támaszkodva bizonyos esetekben nehéz 
meghatározni az érintett gének számát, mivel az arányok eltolódása gyakran el forduló 
jelenség például a diploid lucerna esetében (Kaló és mtsai., 2000/a).  
A genetikai térképezés során egyrészt azt a megfigyelést használjuk ki, hogy a 
kromoszómán két pont közötti távolság arányban áll a köztük tapasztalt rekombinációs 
események számával, másrészt figyelembe vesszük, hogy a természetben két gén között a 
lehet  legkevesebb rekombinációs eseménynek van a legnagyobb valószín sége. 
Rekombinációs eseményeket úgy tudunk detektálni, hogy kapcsoltan örökl d  tulajdonságok 
tekintetében megvizsgáljuk egy testvéregyedekb l álló szegregáló (hasadó) populáció tagjait. 
Egy növény esetében egymástól eltér  genotípusok megfigyelése két genetikailag kapcsolt 
pontra nézve rekombinációs esemény(eke)t takar. 
A fenotípusért felel s gén(ek) térképezéséhez célszer  olyan közel rokon, testvér 
növényegyedekb l álló populáció(ka)t használnunk, ami(k)ben az adott fenotípus hasad, és a 
szül k közötti genetikai távolság lehet vé teszi, hogy sok tulajdonságban eltérést 
(polimorfizmust) találjunk. Ez utóbbi eltérés lehet akár nukleotid szint  is. A növények 
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esetében gyakran F1, F2, BC (backcross - visszakeresztezés), RIL (Recombinant Inbred Lines 
- rekombináns beltenyésztett vonalak) populációkat használnak. Ezután egyéb örökl d  
különbségeket keresnek a növények között, és meghatározzák ezekre a markerekre nézve a 
populáció tagjainak genotípusát. A fenotípusért felel s gén izolálásához olyan markereket 
keresnek, melyek a lehet  legszorosabban kapcsoltak a vizsgált tulajdonsággal, vagyis adott 
populáció egyedeit megvizsgálva kevés rekombinációt detektálhatunk. A vizsgálatokhoz 
morfológiai és molekuláris genetikai markereket egyaránt felhasználhatunk. A rekombináns 
egyedek vizsgálatával a keresett génnel kapcsoltságot mutató markerek sorrendje 
megállapítható és meghatározhatók a fenotípusért felel s gént tartalmazó régiót két oldalról 
határoló legközelebbi markerek. Ezt a munkát jelent sen el segíti az, ha rendelkezésünkre áll 
az adott növényfajra már el zetesen elkészített, a teljes genomot lefed  géntérkép, ahova 
beilleszthet ek az újonnan készített markerek. 
A térképalapú klónozás következ  lépéseként ezekt l a legszorosabban kapcsolt 
markerekt l genomsétát folytatnak, melynek során a kromoszóma határmarkerek közötti 
részén keresik meg azt a gént, ami a fenotípusért felel s lehet. Ha az adott genomi régió teljes 
szekvenciája nem ismert, de létezik a faj esetében genomi klónokból álló könyvtár, felépíthet  
egy a határmarkerek közötti régiót lefed , átfed  inszerteket hordozó klónok sorozatából álló 
kontig. A kromoszóma séta során újabb markereket lehet készíteni, melyekkel tovább lehet 
sz kíteni a keresett gént tartalmazó régiót. Ezután általában meghatározzák ennek a régiónak 
a teljes szekvenciáját, és feltételezett funkciójuk figyelembe vételével géneket választanak ki. 
Ezeknek a géneknek a vad típusú és a mutáns alléljeit megszekvenálják, és a szekvencia 
adatait összehasonlítva olyan eltérést keresnek, mely felel s lehet a fenotípus kialakulásáért. 
Az a gén lesz a továbbiakban a jelölt gén, amiben ilyen mutációt (a vad típustól való eltérést) 
találnak. A feltételezés igazolásának egyik módja a komplementációs teszt. Amennyiben a 
mutáns fenotípusú növények vad típusú alléllal vad fenotípusúvá alakíthatók, bizonyítottnak 
vehetjük, hogy valóban a mutációt okozó, keresett gént azonosítottuk (Perhald és mtsai., 
2006).  
A térképalapú klónozás módszerét számtalan esetben használták már egy-egy 
biológiai folyamat genetikai hátterének felderítésére. Így például a szimbiotikus 
nitrogénkötésben résztvev  enzimek génjei közül jónéhányat mutáns növények segítségével 
pozícionális klónozással izoláltak (Ané és mtsai., 2004; Endre és mtsai., 2002/b; Kaló és 
mtsai., 2005; Middleton és mtsai., 2007). A fent leírt elméleti pozícionális klónozás folyamat 
Medicago truncatula-ban napjainkra egyszer södött, mivel a genomszekvenálás már olyan 
fokot ért el (az eukromatikus régió 70%-ának ismert a szekvenciája), hogy a genomséta az a 
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része, amikor az újabb átfed  BAC klónokat azonosítjuk, és a jelölt gének keresése nagyrészt 
bioinformatikai eszközökkel végrehajtható. 
 
2. 2. 2. Genetikai markerek, mint a térképezés eszközei 
 
Markerként használhatók egy él lény azon örökl d  tulajdonságai, melyek 
vizsgálatával egy faj adott populációjának egyedei között jól detektálható polimorfizmus 
(azonosítható különbség) mutatható ki. A markerek kiértékelése lehet kodomináns illetve 
domináns-recesszív. Míg az el bbi esetben a heterozigóták megkülönböztethet ek mindkét 
homozigóta fenotípustól, addig az utóbbi esetben a domináns homozigóta az adott 
tulajdonságban nem különböztethet  meg a heterozigótától. A korlátozott számú és némely 
esetben nehézkes kiértékelés  morfológiai markerekkel (gyakran több gén együttes hatásáról 
van szó, esetleg a környezeti hatások jelent sen befolyásolhatják a fenotípust) szemben a 
molekuláris markerek számos el nnyel rendelkeznek. Mivel a molekuláris markerek száma 
meglehet sen nagy, segítségükkel részletes géntérkép készítésére van lehet ség, emellett 
el nyük még, hogy egy térképez  populáció számtalan molekuláris genetikai marker 
vizsgálatára alkalmas (Kiss és Endre, 1994). A f bb molekuláris genetikai markereket 
eredetük alapján két csoportra osztják, a nukleinsav- és a fehérje- alapú markerekre. A DNS-
alapú markereken belül elkülöníthetünk hibridizáción, illetve PCR (Polymerase Chain 
Reaction) technikán alapuló markereket. A PCR technika el nye a hibridizációval szemben a 
gyorsaságában, az érzékenységében (kevés mennyiség  DNS minta elegend ) és az egyszerre 
vizsgálható minták nagy számában rejlik, továbbá használatával az izotópos jelölés is 
elkerülhet .  
A PCR-alapú markereket csoportosíthatjuk az alapján is, hogy igényelnek-e el zetes 
szekvencia információt (Nagy, 1999). Azon technikák esetében, ahol erre nincs szükség, mint 
például az AFLP-nél (Amplified Fragment Length Polymorphism; Vos és mtsai., 1995) vagy 
a RAPD-nál (Random Amplification of Polymorphic DNA; Williams és mtsai., 1990) 
általában egyszerre több lókusz mutatható ki egyetlen kísérletben. Ez a tulajdonságuk 
alkalmassá teszi ezeket az eljárásokat egy adott lókuszhoz kapcsolt markerek gyors 
keresésére. Hasonlóan több lókusz detektálására alkalmas módszerek még a genomban 
ismétl d  mikroszatellit szekvenciákra tervezett primereket alkalmazó ISSR (Inter Simple 
Sequence Repeat; Liu és Wendel, 2001), vagy a retrotranszpozon alapú módszerek (SSAP, 
IRAP, REMAP, RBIP). Ezeknek a hátrányai közé tartozik, hogy a mintázat reprodukálása 
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id nként nehézkes, és hogy a kiértékelés általában domináns-recesszív, így egy-egy 
lókuszban általában kevesebb információt adnak, mint egy kodomináns kiértékelés  marker 
(Kiss és mtsai., 1994.). A problémákra megoldást jelenthet, ha a megfelel  polimorf 
fragmentet megszekvenálva specifikus SCAR (Sequence Characterized Amplified Region) 
primerpárt tervezünk az adott szakaszra, így ezzel a kés bbiekben a genotipizálás jóval 
egyszer bbé tehet .  
A másik nagy csoportba tartoznak az el zetesen meghatározott szekvencia alapján 
készített markerek. A kutatás céljától függ en a primereket gyakran különböz , viszonylag 
változékony szekvenciák köré tervezhetik a szomszédos konzerváltabb régiókra. A 
mikroszatellitek (SSR - simple sequence repeats) néhány nukleotid hosszúságú 
szekvenciamotívumok tandem ismétl dései, ahol az ismétlések száma közel rokon egyedek 
esetében is eltérést mutathat. Ez a tulajdonságuk teszi ezeket a szekvenciákat igen alkalmassá 
hosszpolimorfizmust mutató markerek létrehozására. Hasonló elven alapul az „intron 
targeting” módszere is, mely a gén kódoló szakaszai között elhelyezked  szakaszok 
amplifikálásával mutat ki polimorfizmust. Azzal, hogy az intront határoló kevésbé 
változékony exonokra tervezik a primereket, biztosítható a primerek kitapadása akár más fajok 
hasonló szekvenciájú génjeire is. Az összehasonlító térképezési munkákhoz gyakran 
használnak ilyen markereket, melyek a különböz  fajok ortológ génjeinek térképezésével akár 
genomszint  evolúciós lépéseket is felfedhetnek.  
A különböz  egyedekb l származó PCR fragmentek közötti polimorfizmus 
kimutatására számos módszer létezik. Az egyik legegyszer bb a fragmentumok hosszában 
jelentkez  különbség gélelektroforézissel való detektálása. Amennyiben az amplifikátumok 
között nem tudunk hosszkülönbséget detektálni, a nukleotid cserék kimutatására számos más 
lehet ségünk van. A nukleotid sorrendben lév  különbségek kimutatására használható például 
a CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence) módszer, melynek során az allélok 
között olyan különbségeket keresnek, ami egy restrikciós enzim felismer  illetve hasítóhelyét 
érinti. A PCR termékeket ezek után az enzimmel hasítva agaróz gélen is láthatóvá válnak a 
különbségek az allélok között. A nukleotid cserék, SNP-k (Single Nucleotide Polymorphisms) 
kimutatására alkalmas módszerek közé tartoznak az SSCP (Single Strand Conformation 
Polymorphism) és a heteroduplex vizsgálatok is, melyekr l az Anyagok és módszerek cím  
fejezetben írok b vebben. Ha más módon nem tudunk különbséget detektálni a PCR 
fragmentek között széls séges esetekben akár az összes, vizsgálandó PCR fragment 




2. 2. 3. A színtérkép 
 
A genetikai térkép megalkotása, a nagyszámú genotípus adat kezelése a vizsgált 
növények és markerek számának növekedésével egyre nehézkesebbé és bonyolultabbá válik. 
A folyamat megkönnyítésére számos matematikai megközelítésen alapuló számítógépes 
kiértékelési módszert fejlesztettek ki. Általánosan elterjedt például a MapMaker nev  
program használata. Ezeknek az automatizált módszereknek azonban a gyakorlatban vannak 
hátrányai. A program a hibásan bevitt vagy tévesen meghatározott adatokat, az er sen torzult 
szegregációjú markereket nem vagy csak külön beállításokkal tudja kezelni. A kérdés 
megoldására Kiss és munkatársai (1998) kifejlesztették a színtérképezés nem-matematikai 
módszerét. A módszer lényege, hogy színekkel áttekinthet vé és kezelhet vé teszik a 
genotípus adatokat. Így könnyen felismerhet k a genotipizálás vagy az adatbevitel során 
esetlegesen elkövetett hibák, a markerek pedig mindenfajta bonyolultabb matematikai 
számítás nélkül rendezhet ek sorba.  
A színtérkép mátrixában a populáció egyedeinek különböz  markerekre adott összevont 
genotípus adatait rögzítik. Az oszlopokban egy-egy adott növény, a sorokban egy-egy marker 
genotípus adatai találhatóak. A különböz  genotípusokat a számjegyek mellett színekkel is 
megjelölik. Minden függ leges színátmenet egy-egy rekombinációs eseményt jelöl. A 
markerek sorait úgy rendezik egymás alá, hogy azok a lehet  legkevesebb rekombinációt, 
azaz színátmenetet mutassák. A módszer segítségével „manuálisan” végezhet  akár teljes 
genom térképezés is. Emellett adott esetekben nem szükséges minden markerre minden 
növény genotípusának meghatározása, mivel a színtérkép segítségével egyszer en 
kiválaszthatóak a vizsgált régióban rekombináns növények, amik a térképezés szempontjából 
a leginformatívabbak. A nem rekombináns növényeknél kisebb genetikai távolságok esetén a 
nem meghatározott genotípusok a környez  markerek adatai alapján prediktálhatóak. A 
színtérkép további el nye, hogy egy új marker vizsgálatával létrehozott új sor a színmintázat 
alapján viszonylag könnyen és egyértelm en a többi marker közé illeszthet . Egy rosszul 
kiértékelt genotípus vagy bármilyen adatbeviteli hiba az elüt  színek miatt gyorsan 




2. 3. A diploid Medicago sativa térképez  populáció és genetikai térkép 
 
A diploid M. sativa géntérkép létrehozásához használt térképez  populációt a 
termesztett tetraploid lucerna közeli rokonának tekinthet  két diploid alfaj keresztezésével 
hozták létre (Kiss és mtsai., 1993.). A populáció szül inek genetikai távolsága megengedi az 
életképes és fertilis utódok létrehozását, de emelett biztosítja a szül i genomok közötti 
megfelel  számú polimorf lókusz jelenlétét. Egy sárga virágú, M. sativa ssp. quasifalcata 
növényt poroztak be egy ibolya virágszín  M. sativa ssp. coerulea növénnyel. A virágszín 
segített kés bb a keresztezésb l származó hibridek és az anyanövény öntermékenyüléséb l 
származó utódok elkülönítésében. A zöld virágú F1 utódnemzedékb l kiválasztottak egy nagy 
maghozamú növényt, és ennek öntermékenyítésével nyerték az F2 populációt. A diploid 
lucerna géntérképét az F2 szegregáló populáció 138 egyedének vizsgálatával hozták létre. 
(Kiss és mtsai., 1993.) 
A térképez  populáció analízisével genetikai térkép készült, melyhez számos genetikai 
markert használtak fel. A térkép 2000-ben közölt állapota szerint összesen 868 markert 
tartalmazott, köztük 4 morfológiai, 12 izoenzim, 26 magfehérje, 216 RFLP (Restriction 
Fragment Length Polymorphism), 608 RAPD és két specifikus PCR markert. Az elkészített 
térkép a lucerna kromoszóma számának megfelel en nyolc kapcsoltsági csoportot azonosít. 
Átlagosan körülbelül 0,8 marker/centimorgan (cM) volt a markers r ség, a genetikai térkép 
754 cM távolságot fedett le. A M. sativa haploid genomjának méretét figyelembe véve, a 
fizikai és a genetikai távolság közti „váltószám” kb. 1000-1300 kilobázis/cM (Kaló és mtsai., 
2000/a). 
A lókuszok közötti genetikai kapcsoltság megállapítását els dlegesen a maximum-
likelihood módszer alapján m köd  számítógépes programok (LINKAGE-1, MAPMAKER 
V1) segítségével végezték. Ezen programok használatakor azonban el fordult, hogy a 
heterozigóta genotípusok túlnyomó többsége miatt torzult szegregációt mutató nem kapcsolt 
markereket kapcsoltnak tekintettek. Azt, hogy az F2 populációban bizonyos genomi 
régiókban a heterozigóták aránya a Mendel-féle hasadási aránynál jóval magasabb volt, letális 
allélok el fordulásával és az adott lókuszok esetében a heterozigóták nagyobb 
életképességével magyarázták. A reális kapcsoltsági viszonyok megállapítására a speciális 
torzult szegregációra kifejlesztett maximum-likelihood elemzés mellett a színtérkép 




2. 4. Az összehasonlító géntérképezés eredményei és felhasználhatóságuk 
 
Ha csak szekvencia szint  összehasonlítást végzünk különböz  fajokból származó 
homológ gének esetében, ez nem elegend  a származási viszonyok feltárására, mivel a 
genomok evolúciója gyakran összezavarja a homológ lókuszok közti kapcsolatokat. Az 
összehasonlító térképezés a különböz  fajok genomjának génsorrendjében és gén tartalmában 
meglév  hasonlóságok és eltérések felfedésére irányul. Segítségével lehet ség nyílik még 
meg nem szekvenált genomú él lények esetében az evolúció során bekövetkezett nagyobb 
méret  átrendez dések – transzlokációk, deléciók, inverziók, duplikációk – detektálására. A 
homológ szakaszok lehetnek szintenikus (azonos génsorrend ) vagy nem szintenikus 
régiókban. Az el bbit olyan szekvenciák határozzák meg, melyek az adott él lények esetében 
hasonló rendezettségben követik egymást. Ezek a szintenikus régiók a két faj evolúciós 
szétválása el tti állapotáról adnak képet. 
A M. truncatula a pillangósok összehasonlító térképezésében központi elemként 
szolgál. A nemzetközi kutatóközösségben több helyen folyik M. truncatula alapú markerek 
adaptációja más pillangósokra, így a 10X nagyobb genomméret  borsóra, vagy a szójára. Az 
elvégzett ilyen irányú kutatások tanulsága alapján a növények genomjában kisebb-nagyobb 
mértékben konzervált régiók találhatóak, melyek mérete és a hasonlóság mértéke két növény 
esetében szoros korrelációt mutat az illet  növények rokonsági fokával (Paterson és mtsai., 
2000). Ilyen módon egy gén ortológjai térképezhet k különböz  fajokból, és lehet ség nyílik 
egy valamilyen szempontból érdekes gén viszonylagosan gyors izolálására egy másik, például 
gazdaságilag fontos fajból. A térképezéshez legtöbbször génalapú markereket használnak, 
mivel a gének esetében a szelekciós nyomás miatt nagyobb mérték  a fajok közötti 
konzerváltság, mint az intergenikus régiókban. Általánosságban elmondható, hogy minél 
nagyobb számú lókuszt vonnak be a kísérletekbe, annál részletesebb képet kaphatnak a 
vizsgált genomokról. 
 
2. 4. 1. A M. truncatula genetikai térképe és összehasonlítása a M. sativa 
géntérképpel 
 
 A M. truncatula genetikai térképének létrehozásához több populáción végeztek 
kísérleteket (Thoquet és mtsai., 2002; Choi és mtsai., 2004/a; Mun és mtsai., 2006). Egyrészt 
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egy F2 populációt használtak, amit a Jemalong (A17) és DZA ökotípusok keresztezésével 
nyertek. Ezen a 124 egyedes populáción összességében 289 RAPD, AFLP, génalapú illetve 
izoenzim markert térképeztek be (Thoquet és mtsai., 2002). Ez a térkép 1225 cM genetikai 
távolságot fed le. Egy A17 és A20 genotípusú szül k keresztezéséb l származó másik F2 
populáció 93 egyedének segítségével 288 olyan genetikai markert térképeztek, melyek 
tervezéséhez 141 EST és 80 BAC klónról szarmazó, valamint 67 rezisztencia gén analóg 
szekvenciát használtak fel (Choi és mtsai., 2004/a). Az 513 cM távolságot lefed  térkép 14 
domináns-recesszív és 274 kodomináns kiértékelés  markert tartalmaz. Ez utóbbiak közül 
257 csupán egy nukleotid eltérést (SNP), míg a maradék 17 hosszpolimorfizmust mutatott. 
Ezen markerek vizsgálatával nyolc jól elkülöníthet  kapcsoltsági csoportot azonosítottak, 
melyek megfeleltethet k a M. truncatula 8 kromoszómájának.  
A M. truncatula géntérképéhez felhasznált genetikai markerek közül 60-nál is többet a 
konzervált, kódoló régiókra terveztek, azzal a céllal, hogy más pillangós virágú növényekkel 
összehasonlító térképezést végezhessenek. A M. truncatula és M. sativa genomok 
összevetéséhez 81 különböz  markert vizsgáltak, melyek közül 68 bizonyult térképezhet nek 
a M. sativa esetében is. Néhány kisebb eltérés mellett, csupán két lényeges különbség 
fedezhet  fel 2 gén, a PCT és NUM1 esetében, melyek kópiaszáma jelent sen eltér  
változáson ment át a két faj evolúciós elválása óta (Choi és mtsai., 2004/a). Összességében a 
két vizsgált faj génsorrendje és a gének szekvenciája igen nagyfokú hasonlóságot mutat. 
Choi és mtsai. (2004/b) hasonló munkát végeztek más pillangós fajok bevonásával is, 
kiegészítve egyes szakaszok szekvencia szint  összehasonlításával. A Medicago sativá-nál 
ugyan kisebb mértékben, de kimutatható volt bizonyos genomrészek M. truncatulá-hoz 
képesti génsorrendjének konzerváltsága a borsó, Lotus japonicus, Glycine max, Vigna radiata 
fajok esetében is. 
2. 4. 2. Medicago fajok és a P. sativum összehasonlító térképezése 
 
A borsóról, mint a genetikai kutatások egyik klasszikus növényér l már számos 
genetikai térkép készült (Weeden és Marx, 1987; Gilpin és mtsai., 1997; Weeden és mtsai., 
1998 és 1999; Schneider és mtsai., 1999; Irzykowska és mtsai., 2001; Ellis és mtsai., 1992). 
Az összesített borsó genetikai térkép két RIL populáció vizsgálatával létrehozott térképen 
alapul (Hall és mtsai., 1997; Ellis és Poyser., 2002). Az összehasonlító térképezés során 
térképezett markerek jelent s része ezekr l a térképekr l származik. Ezek a kísérletek diploid 
Medicago gének és borsó homológ lókuszok helyzetének összehasonlítására irányultak 
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(Aubert és mtsai., 2006; Kaló és mtsai., 2004, Kiss és mtsai., 2005). Amellett, hogy 
els sorban egykópiás géneket térképeztek, néhány többkópiás gént is belevettek a 
vizsgálatokba, melyek szintenikus (azonos térképhelyzet ) és nem-szintenikus homológokat 
azonosítottak. A borsó és a Medicago fajok közötti egyik genetikai különbség a 
genomméretben található. A borsó genetikai állománya a Medicago fajokhoz képest öt-tízszer 
nagyobb annak ellenére, hogy a haploid kromoszómaszáma csak hét.  
A borsó és a diploid lucerna összehasonlító térképezése során RFLP és PCR markereket 
használtak. Ezeket három csoportba lehetett sorolni: borsóban el zetesen térképezett 
génspecifikus szekvenciák; új gén-specifikus markerek, melyeket párhuzamosan térképeztek a 
két fajon; korábban térképezett RFLP próbák és amplifikált fragmentek szekvenciája alapján 
azonosított homológok a két fajból. A vizsgálatokat az ismertetett M. sativa F2 térképez  
populáción és a borsó összesített genetikai térképének létrehozásához használt két RIL 
populáción végezték (Ellis és mtsai., 1992; Hall és mtsai., 1997). A génsorrend 
konzerváltságának és az eltér  kromoszómaszám okának vizsgálatára 111 lucerna és 103 
borsó lókuszt elemeztek (Kaló és mtsai., 2004). Az eredmények alapján a lucerna öt 
kapcsoltsági csoportja kolineáris (egyforma markersorrend ) a borsó öt kapcsoltsági 
csoportjával. Azonban a fennmaradó kapcsoltsági csoportok a transzlokálódott darabok 
kolinearitása mellett eltér  genetikai elrendez dést mutatnak. A lucerna LG 2 (Linkage 
Group; kettes kapcsoltsági csoport) egyik felének a borsó LG VI feleltethet  meg, a másik 
felének megfelel  borsó régió pedig az LG III része.  
A kísérleti eredmények alapján a két genom méretében tapasztalható különbség nem 
magyarázható genomszint  duplikációval, azaz a borsó nagyméret  genomja nem egy si 
pillangósvirágú genom multiplikációjával és genomátrendez désével alakult ki. A borsó 
genom nagyobb méretét valószín leg nagy mennyiség  retrotranszpozon és a nemkódoló 
régió jelenléte okozhatja (Kaló és mtsai., 2004, Ellis és mtsai., 2002). Annak ellenére, hogy 
eltér  a két faj genomérete és kromoszómaszáma, számos régióban igen nagyfokú 
konzerváltságot mutattak ki a génsorrendben. Mindez lehet vé teszi, hogy a M. truncatulá-t 
használjuk borsó gének térképalapú klónozásához (Aubert és mtsai., 2006), illetve, hogy 
borsóban keressünk jelölt géneket. Erre példaként említhet  a borsó SYM19 génje, ami a gén 
hasonló térképhelyzete és a mutánsának fenotípus hasonlósága alapján a lucerna NORK 




2. 5. A diploid Medicago sativa törpe mutánsa 
 
A korábbiakban ismertetett diploid lucerna (Medicago sativa, Ms) F2 térképez  
populációban törpe fenotípusú növények jelentek meg (1. ábra). A fenotípust Dwarf néven 
írták le Kiss és munkatársai (1993). 
 
 
1. ábra: Vad (a) és törpe (b) fenotípusú növény a térképez  populációból. 
 
A populáció szül i (M. sativa ssp. quasifalcata k93 és M. sativa ssp. coerulea w2) vad 
típusú növekedést mutattak, a törpeség pedig recesszív jellegként örökl dött a térképez  
populációban. A 138 növényb l 21 volt törpe fenotípusú, ez az arány (6,6:1)jelent sen eltért a 
monogénes recesszív 3:1 hasadási aránytól, azonban a lucerna teljes géntérképét figyelembe 
véve a fenotípus egyértelm en egy lókuszt azonosított a kettes kapcsoltsági csoport (LG2) 
egyik végén. Ezzel a morfológiai markerrel kapcsoltan több molekuláris markert is 
térképeztek, melyek szegregációs viszonyaira jellemz  volt, hogy a heterozigóták aránya az 
elvégzett 2 teszt tanulsága szerint szignifikánsan nagyobb volt a monogénes 1:2:1 arány 
mellett várhatótól (lsd. szegregációs torzulás-2. 3. fejezet). A továbbiakban a Dwarf 
fenotípust egy monogénes örökl désmenetet mutató recesszív tulajdonságnak tekintették. A 
138 egyedes populációban nem található olyan növény, ami a Dwarf lókusz és a munkánkat 
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megel z en kifejlesztett U189, CycMs3, OPG4AB és L295 kapcsolt markerek között 
rekombinációt hordozna, így ezen markerek egymáshoz viszonyított helyzetét nem lehetett 
megállapítani.  
 
2. 6. Törpe fenotípusú, valamint gibberellin-bioszintézisben mutáns 
növények
 
Maga a törpe fenotípus azt jelenti, hogy a vizsgált növény, vagy valamely szerve 
ugyanazok a környezeti feltételek mellett, mint amelyek a vad típusú növényeknek adottak, 
azoknál kisebb méret ekre n nek. Ez a jelenség kiterjedhet a teljes növény minden szervére, 
illetve lehet szövet specifikus. A törpeségnek különböz  fokozatai lehetnek, a valódi törpék 
mellett megkülönböztetnek úgynevezett „semidwarf”-okat, ezek a növények általában 
méretükben a valódi törpék és a vad fenotípus között helyezkednek el. Maga a fenotípus lehet 
pleiotróp, párosulhat például eltér  levélszerkezettel (például: Arabidopsis cbp20 mutáns, 
Papp és mtsai., 2004), a generatív szervek elcsökevényesedésével (például: a súlyosan törpe 
ga1, ga2, ga3 mutánsok, Koorneef és van der Veen, 1980), vagy pillangósvirágúaknál a 
güm képz dés valamilyen zavarával, és egyéb morfológiai illetve biokémiai különbségekkel 
(például: borsó na, lk és lka mutánsok; Ferguson és mtsai., 2005). A „semidwarf”-ok 
általában életképességükben és fertilitásukban megközelítik a vad típust. 
Bizonyos gazdasági szempontból fontos növények esetében a törpe mutánsoknak nagy 
jelent sége lehet. Ilyenek a különböz  dísznövények törpe változatai, vagy az ún. „zöld 
forradalom” alanyai, a rövid szárú gabonafélék, melyek betakarítása jobban gépesíthet  a 
hosszú szárú hagyományos fajtákénál. 
A törpe fenotípusok genetikai oka számos dolog lehet. Ezek között megemlíthetjük 
bizonyos alapvet  anyagcsereutak valamely elemének zavarát, esetleg különböz  szekunder 
metabolitok termelésében illetve lebontásában bekövetkezett változásokat.  
A növényvilágban számos példát találhatunk arra, hogy a törpeség valamilyen 
betegséggel szembeni rezisztenciával párosul (Frye és mtsai., 1998; Arabidopsis pmr3 és a  
lu-1 mutánsok-Vogel és Somerville, 1999; Arabidopsis dnd1-Clough és mtsai., 2000).  
Törpeséget okozhat a különböz  növényi növekedést szabályozó hormonok 
metabolizmusában és szignál útjában, szabályozásában meglév  olyan zavar is, melynek 
következtében megváltozik a növényben az adott vegyület koncentrációja vagy a hatásának 
mértéke. A klasszikus besorolás alapján a növekedést serkent  hormon vegyületek az 
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auxinok, gibberellinek és citokininek csoportjaiba tartoznak. A többi hormon vagy 
hormonhatású vegyület (például abszcizinsav, etilén, brasszinoszteroidok, szalicilsav, 
jázminsav és a poliaminok) a növekedést akár gátolhatják is, illetve más jelleg  biológiai 
folyamatokban is résztvesznek. A növekedést serkent  hormonok bioszintézis vagy szignál 
transzdukciós génjeinek lecsökkent, vagy a katabolizmus gének felfokozott m ködése 
egyaránt el idézhet törpe fenotípust (Ephritikhine és mtsai., 1999). A szignáltranszdukció 
mutánsaira jó példa az Arabidopsis cbp20 mutáns, melynek a pleiotróp fenotípusába 
beletartozik a törpenövés, az abszcizinsav túlérzékenység és a felfokozott szárazságt rés 
(Papp és mtsai., 2004). 
 
2. 6. 1. A gibberellin vegyületek szerepe a növényben 
 
A növényi növekedési hormonok egyik nagy fontosságú csoportja a gibberellinek  
(gibberellic acid; GA-k). A kifejezést el ször 1935-ben használták a Gibberella fujikuroi 
gomba azon vegyületére, ami a rizs „bakanae” nev  túlzott szárnövekedést el idéz  
betegségét okozza (Hedden és Proebsting, 1999). A GA-k az általános növekesésserkent , sejt 
megnyúlást el idéz  hatásuk mellett, részt vesznek a fitokrómok közvetítésével a fény 
indukálta csírázásban (Yamaguchi és mtsai., 1998/b; Kamiya és Garcia-Martinez, 1999), az 
aleuronsejtekben található tartalék tápanyagok mobilizálásában és a virágzásban is. Jelenlétük 
fokozza a sejtosztódást és a sejtmegnyúlást a nóduszok felett elhelyezked  interkaláris 
merisztémában. Az auxinnal együtt serkentik a hajtások és levelek megnyúlásos növekedését 
(Yang és mtsai., 1996; Ross és mtsai., 1993), szabályozzák az apikális merisztéma 
növekedését és a szeneszcenciát (Zhu és Davies, 1997). A GA-k megszakítják a 
magnyugalmat, késleltetik a levelek szeneszcenciáját és serkentik a virágzás és 
termésnövekedés folyamatát (Szalai, 1994). Ez utóbbi tulajdonságait kihasználva alkalmazzák 
a GA-kat a mez gazdaságban gyümölcs méret és a terméskötés fokozására például sz l  
esetében, illetve a virágzás folyamatának felgyorsítására például a szamócánál. A szintézis 
helye általánosságban az embrió, a gyökércsúcs, az apikális merisztémák és a fiatal levelek.  
Maga a gibberellin gy jt fogalom egy sor vegyületet foglal magában, melyekben közös 
a növekedésserkent  hatásuk és a kémiai szerkezetük, de eltérnek az aktivitásuk mértékében, 
szövetspecificitásukban, f  élettani hatásukban, illetve mobilitásuk mértékében. Az aktív 
gibberellinek egy jelent s csoportja a 3- -hidroxilált gibberellinek, ezek közül is a GA1, GA3, 
GA4, GA5 és GA7 vegyületeknek tulajdonítják a legfontosabb szerepet. A legnagyobb 
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korrelációt a hajtások növekedésével az endogén GA1 mennyisége mutatta a különböz  borsó 
vonalakban (Proebsting és mtsai., 1992), ezzel szemben például az endogén GA3 szerepét 
els sorban a csírázásban és a virágzásban írták le (Szalai, 1994). Azonban küls leg adva 
(exogén) a GA3 is serkenti a hajtások növekedését (Chiang és mtsai., 1995, Davidson és 
mtsai., 2003, Davidson és mtsai., 2004). A különböz  GA vegyületek mennyisége és arányuk 
akár növényfajonként is eltér  lehet. Például Arabidopsis-ban a bioaktív GA1-et és a GA4-et 
kimutatták a hajtásból, azonban a GA3 szintézisét nem. Kukoricában viszont a vegetatív 
szövetekben nagyon alacsony koncentrációban jelen van a GA3 (Chiang és mtsai., 1995.). 
A GA vegyületek azonban nem csak szöveti lokalizálódásukban és aktivitásukban 
térnek el egymástól, hanem abban is, hogy a növényben különböz  mértékben 
transzlokálódnak. A nagyszámú gibberellin és gibberellin prekurzor vegyület általában 
nonpoláris módon, xilém és floém irányban is mozog. A korábban borsó növényeken végzett 
oltási kísérletek alapján azonban a szártagnyúlásban nagy szerepet játszó GA1 a növényben 
gyakorlatilag nem mozog (Reid és mtsai., 1983; Proebsting és mtsai., 1992). 
 
2. 6. 2. A gibberellin bioszintézis, inaktiváció és szignálút
 
A bioaktív GA-k, mint tetraciklikus diterpenoid vegyületek egy háromlépcs s úton 
képz dnek a növényben, a folyamatban résztvev  enzimek génjeinek többsége ismert 
Arabidopsis-ból és több más növényfaj esetében is (2. ábra). A növényi GA-k bioszintézis 
útvonala trans-geranil difoszfátból indul, amit el bb ent-kopalil difoszfáttá alakít az ent-
kopalil difoszfát szintáz (CPS), majd ent-kaurénné az ent-kaurén szintáz (KS) (Hedden és 
Phillips, 2000). Mindez a proplasztidokban megy végbe (Olszewski és mtsai., 2002). A 
következ  lépésekben többszöri egymást követ  oxidációkkal keletkezik a GA12-aldehid az 
endoplazmatikus retikulumban, mely lépéseket az ent-kaurén 19-oxidáz, az ent-kaurénsav 7-
-hidroxiláz és a GA12-aldehid szintáz végzi. Mono-oxigenázok katalizálják a GA12-aldehid 
átalakulását GA12-vé és GA53-má, mely vegyületek a szubsztrátjai a bioaktiv gibberellinek 
bioszintézisének. A bioaktiv GA1, GA4, GA3, GA5, GA7 szintézisének következ  lépéseit 2-
oxoglutarát-függ  dioxigenázok, a gibberellin 20-oxidázok (GA20ox) és gibberellin 3- -
hidroxilázok (GA3ox) katalizálják a citoplazmában (Souza és mtsai., 2001). A bioaktív GA-k 
deaktiválását a szintén a dioxigenázok közé tartozó gibberellin 2-oxidáz (GA2ox) végzi.
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2. ábra: A gibberellin bioszintézis és inaktiváció (keretben) a növényekben, és az adott lépést katalizáló enzimek már izolált génjei 
Arabidopsis-ból (GA1-GA5) illetve borsóból (LS, LH, NA, LE). Fajonként és szövetenként eltér , hogy melyik bioaktív GA keletkezik 
nagyobb mennyiségben. A GA1 mennyisége mutatja a legnagyobb korrelációt a szártag hosszúságával borsóban. A borsó le mutánsának 
hajtásában a GA20 GA1 lépés gátolt. Az egyéb feltüntetett GA-k-hez képest GA1 mobilitása kisebb. 
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A GA bioszintézist szabályozó utak egészükben még ismeretlenek, néhány elemükr l 
azonban már van információnk. A GA bioszintézis szabályozásában résztvev k közé 
tartoznak a KNOTTED-típusú homeobox fehérjék, melyek a GA20ox expressziót 
szabályozzák. Az azonban még tisztázásra vár, hogy ezek a transzkripciót szabályzó elemek 
közvetlenül kapcsolódnak-e a GA20ox génhez (Hedden és Phillips, 2000). A különböz  
növényi hormonok egymás szabályozási útvonalába is beleszólhatnak. Erre nyújthat példát a 
brasszinoszteroid válaszra nézve sérült cpd mutáns, amelynél a GA20ox gén kifejez dése 
gátolt. Ez az utóbbi fenotípus exogén brasszinoszteroid hatására revertál. Az auxin pedig a 
GA3ox lépésnél, mint pozitív szabályozó elem jelenik meg. 
A kutatások felfedtek a GA szignálút elemei közül is jópárat. A pozitív módon ható 
elemek közé tartozik a rizsb l azonosított DWARF1 fehérje is, mely egy G protein alegység. 
A GA-k a sokrét  élettani hatásukat különböz  GA-indukálta faktorokon keresztül fejtik ki. 
Ilyenek például azok a MYB transzkripciós faktorok, melyek aktiválják az -amiláz 
promóterét, és ezzel el segítik a mag fejl dését. A pozitív szabályozó elemek közé tartozik 
még a SLEEPY, ami egy abszcizinsav inszenzitív mutáns szuppresszoraként került el térbe, a 
PICKLE, illetve a rizs GID1 fehérje. A GA jelátviteli út negatív szabályozó elemei közé 
tartozik a GAI fehérje, melynek túltermeltetése csökkenti a vegetatív szervek növekedését, és 
ezzel „semidwarf” fenotípust okoz. Ezek a növények azonban abban eltérnek a „semidwarf” 
bioszintézis mutánsoktól, hogy bennük a GA szint nem csökkent, s t inkább magasabb a vad 
típusnál, így az exogén GA kezelés nincs rájuk hatással. A „zöld forradalom” során 
kifejlesztett rövid szárú, de magas szemtermés hozamú gabonafajták ezt a jelenséget 
használják ki (Hedden, 2003). Szintén negatív regulátorok még a gai szuppresszor SPINDLY, 
illetve a SHORT INTERNODES, aminek féltörpe mutánsában szintén megemelkedett a GA 
szint (Olszewski és mtsai., 2002). 
 
2. 6. 3. Gibberellin mutánsok 
 
A bioszintézis út lépéseit katalizáló, illetve a szabályozásban résztvev  fehérjék génjeit 
több esetben mutáns növények segítségével izolálták (Chiang és mtsai., 1995; Sun és mtsai., 
1992; Yamaguchi és mtsai., 1998/a; Helliwell és mtsai., 1998; Xu és mtsai., 1995; Davidson 
és mtsai., 2003 és 2004). Ezeket a mutáns növényeket több szempont alapján is 
csoportosíthatjuk. Az egyik szempont, hogy kiváltható-e rajtuk fenotípusos változás küls leg 
adott GA-val. Azok a mutánsok, melyek törpe fenotípusát valamelyik bioszintézis gén 
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mutációja okozza (Arabidopsis ga1, ga2, ga3, ga4, ga5, Pisum sativum lh, ls, na, le, stb.), a 
küls leg adott gibberellin kezelés hatására a vad típushoz hasonló fenotípust mutatnak 
(Koornneef és mtsai., 1980; Chiang és mtsai., 1995; Davidson és mtsai., 2003). Ezekben a 
kísérletekben sok esetben a GA1-nél a növényben mobilisabb GA3-at (Suttle és Hultstrand, 
1987) használják, mely küls leg adva szintén el idézi a törpeség revertálódását (Chiang és 
mtsai., 1995). Ezzel szemben a „gibberellin-insensitive” mutánsok fenotípusa nem állítható 
vissza exogén GA-val. Ezek a növények, mint például az Arabidopsis gai mutánsa, gyakran a 
gibberellin szignál útban, szabályozásban, vagy inaktivációban hordoznak eltérést a vad 
típushoz képest (Ueguchi-Tanaka és mtsai., 2005; Hartweck és Olszewski, 2006; Schomburg 
és mtsai., 2003; Tanaka és mtsai., 2006). 
Koornneef és van der Veen (1980) EMS mutagenezissel GA érzékeny törpe mutánsokat 
állított el , és ezeket két csoportba osztotta. A „gibberellin-responsive” mutánsok közé 
tartozó „non-germinating” Arabidopsis ga1, ga2, ga3 növényekr l a kés bbi kutatások 
feltárták, hogy a bioszintézis ent-kaurén el tti szakaszában szerepet játszó génekben hibásak. 
Ezek a mutánsok csak küls leg adott GA hatására csíráznak, és további GA kezelés nélkül 
súlyosan törpe és torzult virágszerkezet  növényekké fejl dnek. Több növényfaj esetében 
kimutatták, hogy a gibberellin vegyületek bioszintézisének korai lépéseit egy-egy gén 
terméke katalizálja (Davidson és mtsai., 2003; Davidson és mtsai., 2004; Helliwell és mtsai., 
1998; Sun és mtsai., 1992; Yamaguchi és mtsai., 1998/a). Ezeknek a géneknek a hibája 
gyakran súlyos törpe fenotípust okoz, mint például a borsó lh mutánsának esetében az ent-
kaurén oxidáz gén mutációja, mivel kiesésük esetén a funkciót nem helyettesíti más gén 
terméke. Az ilyen növények súlyos törpe fenotípusához hozzátartozik, hogy a generativ 
szerveik csökevényesek, csökkent fertilitást mutatnak, a gyökérzetük mérete, az elágazások 
száma, pillangós növények esetében a güm k száma és mérete elmarad a vad típuséhoz képest 
(Ferguson és mtsai., 2005).  
Az Arabidopsis ga4 és ga5 mutáns növények ezzel szemben nem igényelnek exogén 
GA-t a csírázásukhoz, és virágaik vad fenotípusúak. Ezek a tulajdonságaik miatt is nevezik 
ezeket a mutánsokat „semidwarf”-nak. A ga5 fenotípusáért felel s gén a bioszintézis kés i 
szakaszának oxidációs lépéseit katalizáló GA20ox enzimet kódolja (Xu és mtsai., 1995). A 
ga4 mutáns segítségével pedig az aktiv GA1 szintézis utolsó lépésében résztvev , a 
diterpenoid vázon a hidroxil-csoport kialakítását katalizáló GA3ox enzim génjét izolálták 
(Chiang és mtsai., 1995). A ga4 és ga5 mutáns esetében a mutációt szenvedett gének kisebb 
géncsaládok tagjai, mely gének egymás funkcióit részben át tudják venni, így a fenotípus 
penetranciáját csökkentik „semidwarf”-á. 
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2. 6. 4. A GA1 bioszintézis terminális lépése a hajtásokban 
 
Lester és munkatársai (1997) a ga4 gén borsó ortológját megfeleltették a Mendel által 
tanulmányozott szárhossz (Le) génnek. Ezt a törpeséget okozó lókuszt Mendel óta többen is 
térképezték, és a borsó genomjáról elkészült kapcsoltsági térképen a hármas kapcsoltsági 
csoportra (LG III) helyezték (Irzykowska és mtsai., 2001, Rameau és mtsai., 1998).  
A gibberellin 3- -hidroxiláz (GA3ox) gén több mutációját leírták borsóból és 
Arabidopsis-ból. A borsó le mutánsok közül az enzim funkciója szempontjából a leger sebb 
fenotípust a led okozta, amiben az eredeti le mutáció (Ala229Thr) mellett egy frameshift 
mutáció is van (376. nukleotid, G deletált). A le-3 mutáció (His276Tyr) okozta a legkisebb 
hatást. A le és le-3 mutációk hatását valószín leg az adja, hogy közel vannak az enzim aktív 
részéhez (Martin és mtsai., 1997). Az Arabidopsis GA4 gén több mutációját is leírták. A ga4-
1 mutánst a Landsberg erecta ökotípus EMS mutagenizácójával hozták létre, egyetlen G A 
pontmutációt tartalmaz, ami egy Cys220Tyr cserét eredményez a vas-köt  motivum 
közelében. Létezik a gént inaktivált állapotban hordozó mutáns is, a ga4-2 T-DNS inszerciós 
mutáns.  
Több növényfaj, így például az Arabidopsis esetében is több GA3ox-t izoláltak már, 
ezek a gének azonban eltér  szöveti és id beli expressziót mutatnak a növényben. A vegetativ 
szár növekedésében az Arabidopsis-ban a dönt  szerepe a ga4 lókusznak megfelel  
AtGA3ox1-nak van, ezt az in situ hibridizációs és expressziós vizsgálatok is alátámasztják. A 
géncsalád tagjai különböz  funkciójuk mellett kis mértékben egymás feladatát is elláthatják. 
Ezzel is magyarázható az inaktív AtGA3ox1 gént tartlamazó ga4-2 mutáns növények „leaky” 
fenotípusa (Mitchum és mtsai., 2006), vagyis, hogy a bioaktív GA1 szintje csak lecsökken, de 
a vegyület jelen van a növényben, a fenotípus pedig „semidwarf” (lsd. fentebb). A le és led
növényekben lév  mutáció hatását vizsgálták a gyökérre is. Annak ellenére, hogy a 
hajtásokban a gén mutációja miatt gátolt a GA20 GA1 átalakulás, a növények gyökere és a 
GA1 koncentrációja a vad fenotípusnak megfelel nek bizonyult. Ez egy újabb bizonyítéka 
annak, hogy a növényekben a géncsalád tagjai szövetspecifikusan végzik a GA-k 3- -
hidroxilálását (Yaxley és mtsai., 2001). 
A borsó GA3ox mutánsoknak még egy fontos tulajdonsága van a „semidwarf” 
fenotípuson kívül, ami a különböz  GA vegyületek eltér  mobilitásából adódik. Erre a 
tulajdonságukra abban a kísérletben figyeltek fel, ahol a prekurzorok és a bioaktiv GA1 
mobilitásának vizsgálatára a borsó két törpe, gibberellin hiányos mutánsával, a le (stem 
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length) és a na mutánssal oltási kísérleteket végeztek. A le mutánsokban a GA1 bioszintézis 
utolsó lépése, a 3- -hidroxiláció, a na mutánsokban egy korábbi lépés, a GA12-aldehid 
kialakulása blokkolt (Ingram és Reid, 1987). A naLe hajtások fenotípusa NaLe (mindkét 
lókuszra vad fenotípusú) illetve Nale (csak le lókuszban mutáns, törpe fenotípusú) alanyon 
revertálódott, de a le mutáns hajtások habitusa nem változott NaLe és naLe alanyokon. Ezt a 
jelenséget azzal magyarázták, hogy a GA20, a bioaktív GA1 bioszintézis prekurzora 
transzportálódott a na hajtásokba és ott a vad típusú GA3ox GA1-é alakította, ami aztán 
kiváltotta a törpe fenotípus revertálódását. Azonban maga a GA1 ilyen mértékben nem 
mobilis, a Le alanyra oltott le hajtásoknál ezért nem tapasztalhatták a fenotípus revertálódását 
(Proebsting és mtsai., 1992; Reid és mtsai., 1983). A szártag növekedésére ható egyéb mobilis 
endogén GA-k (például GA3) valószín leg nem vándoroltak akkora mennyiségben a mutáns 
hajtásba, ami el  tudta volna idézni a megnyúlást.  
A fentiekben leírt GA3ox gén expresszióját számos vonatkozásban vizsgálták. A 
különböz  növényi szöveteken végzett in situ hibridizációs kísérletek és expressziós 
vizsgálatok alapján a gén kifejez dése a növekv  növényi részekben, a merisztémákban, tehát 
a GA1 hatókörzetében a legnagyobb (Itoh és mtsai., 1999, Ross és mtsai., 2003). Ez is azt a 
feltevést látszik igazolni, hogy a GA1 a felhasználás helyén képz dik, és nem máshonnan 
transzportálódik oda. Vizsgálták a gén szabályozásában szerepet játszó küls  és bels  
faktorok hatását is. Az Arabidopsis GA4 (AtGAox1) gén esetében bizonyították, hogy 
alacsony h mérséklet és aktív fitokróm hatására megn  az expressziója, az így 
megnövekedett bioaktív GA koncentráció hatására könnyebben indul meg a csírázás, tehát 
mindez megmagyarázza a sztratifikáció élettani jelenségét (Yamauchi és mtsai., 2004; 
Kamiya és Garcia-Martinez, 1999). Emellett más hormonok jelenléte is hatással van a gén 
kifejez désére, így például auxin hatására megn  az expresszió (O’Neill és Ross, 2002; Ozga 
és mtsai., 2003). A ga4 mutáns növények esetében megfigyelt expressziószint növekedés, és 
az alapján, hogy a GA kezelés hatására ez drasztikusan visszaesik, megállapították, hogy a 
terminális lépés feed-back szabályozás alatt van (Chiang és mtsai., 1995; Cowling és mtsai., 
1998). Mindezek alapján ennek a génnek feltehet leg nagy szerepe van Arabidopsis-ban a 




3. Anyagok és módszerek 
 
3. 1. A növényi anyag nevelése
 
A térképez  populáció az, amelyiket Kiss és munkatársai (1993) használtak. A 
növényeket cserepekben, fehér t zeges és perlites földkeverékbe (AGRO CS) ültetve, 
üvegházi körülmények között 20-28 ºC-on, hosszúnappalos megvilágítás mellett tartottuk 
fenn. Az elöreged  növényeket rendszeresen szaporítottuk vegetatív hajtásdugványozással, 
ahol a gyökerezés serkentésére a kereskedelmi forgalomban kapható INCIT-8 (hatóanyag: 0,8 
% -naftil-ecetsav) nev  készítményt használtuk. 
A kiterjesztett populáció tagjait az F1/1 növényr l nyert magokból csíráztattuk steril 
körülmények között. A magokat tömény kénsavval kezeltük, majd többször steril desztillált 
vízzel mostuk. Erre nem csak a kórokozók eltávolítása miatt volt szükség, hanem azért, hogy 
a magok egyébként kemény maghéját permeabilissá tegyük, és így el segítsük a csírázást. 
Ezután 2-3 órán keresztül steril desztillált vízben duzzasztottuk a magokat, majd steril Petri-
csészébe, vizes agarra fektettük és két napon keresztül 4°C-on, sötétben tároltuk. Végül 
szobah mérsékleten, sötétben tartottuk a csírázás megindulásáig (kb. 24 óra). 
A szegcsíra állapotú (kb. 1cm-es gyököcske) magokat steril körülmények között vastag 
falú kémcsövekbe, ferde felszín  Gibson-táptalajra helyeztük (Gibson és Bergersen, 1980). 
Ez a laborban általánosan használt, viszonylagosan alacsony költség  táptalaj nitrogénmentes, 
azért használhattuk mégis, mert a csíranövények nem töltöttek hosszú id t rajta. A 
csíranövényeket SANYO MLR-350 klímakamrában hosszúnappalos körülmények között 
neveltük az els  tesztelés befejezéséig (16 óra nappal; ~60-100 μE m-2s-1 fényintenzitás; 
nappal 25°C, éjszaka 22ºC). Azok a növények, amik két hétnél több id t töltöttek a 
nitrogénmentes Gibson táptalajon, kiegészítésként 200 μl 0,05 %-os Wuxal super tápoldatot 
kaptak kéthetente. A kiválasztott növényeket szintén a leírt üvegházi körülmények között 
tartottuk fenn. 
Az apai allélek meghatározásához a Mcw2 növény önbeporzásából nyert utódpopuláció 
növényeit használtuk. A Mcw2 növény azt az allélját, amelyet az F1/1 növénybe nem 
örökített át a Mcw2 növény önbeporzásából nyert egyik olyan utódból izoláltuk, mely nagy 
növés  és erre a tulajdonságra nézve homozigóta. 
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A transzformáláshoz használt Arabidopsis növényeket üvegházban neveltük. A ga4 
mutáns magjait a Nottingham Arabidopsis Stock Centre magbankból rendeltük, a növények 
nevelésénél az ajánlás szerint jártunk el, és 10-4 M-os koncentrációjú GA3 oldattal 
permeteztük hetente, valamint többször visszavágtuk. Így a transzformáláshoz hathetes, a vad 
típusnak megfelel en nagy, bokros növényeket használhattunk. A T1 magokat steril 
körülmények között vetettük ki 15 μg/ml kanamicint tartalmazó feles MS táptalajra 
(Duchefa). A kanamicin rezisztens növényeket kiültettük földbe, és magot fogtunk róluk. A 
T2 növényeket hosszúnappalos körülmények mellett (16 óra nappal; 25 °C nappal, 22 °C 
éjjel) MLR-350 Sanyo klímakamrákban neveltük 5 cm átmér j  m anyag poharakban. 
 
3. 2. Növényi tesztek 
 
3. 2. 1. Exogén gibberellin kezelés 
Az F2 térképez  populáció két-két törpe (D117, D162) illetve vad (F1/1, D206) 
növekedési fenotípusú tagjának vegetatív szaporításaiból létrehozott növényeket vizsgáltuk. A 
bioaktiv GA3-t (Sigma, St Louis, MO, USA) etanolban oldottuk, majd a 0,1 M-os törzsoldatot 
vízzel hígítottuk tovább. A 70 és 140 μM-os oldatból két héten át hetente kétszer juttattunk ki 
100-100 ml-t a kezelt növények talajára a 15 cm átmér j  cserepekbe. A kontroll 
növényeket ugyanilyen id közönként csak a gibberellin kezelésekhez használt GA3 oldat 
hígításának megfelel  mennyiség  etanolt tartalmazó vízzel öntöztük be. A kísérletet kétszeri 
ismétlésben végeztük. Az utolsó kezelés után három héttel mértük a növények összes 
hajtásának hajtáscsúcstól számított harmadik internódiumának hosszát. Ezen adatokból 
képeztük a törpe és a vad típusú növényekre nézve az átlagos hajtáshossz értékét. 
 
3. 2. 2. Oltás 
 
Az ékoltást a már korábban leírt (Krusell és mtsai., 2002) módon végeztük azzal a 
módosítással, hogy a frissen összeillesztett kapcsolódási pontokat parafilmmel rögzítettük. Az 
ékoltás után a növények a megfelel  páratartalom biztosítása érdekében 2 hétre átlátszó 
fóliával letakart m anyag edénybe kerültek, majd üvegházi körülmények között n ttek 
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tovább. Az alany tövér l az oldalhajtásokat eltávolítottuk. Az oltványok növekedését 6 
hónapig követtük nyomon. 
 
3. 3. DNS technikák 
 
3. 3. 1. Genomi DNS izolálás, amplifikáció 
 
Az amplifikációs reakciókhoz használt genomi DNS kivonását ZenoGene DNS izoláló 
Kit-tel (Zenon Bio Kft.) végeztük a gyártó utasításai alapján egy-egy összetett levélb l. 
Kivételt képez a kiterjesztett populáció els  tesztelése, amit a csíranövények primer leveles 
korában végeztünk. Ebben az esetben egyetlen sziklevélb l nyertük a DNS-t felezett 
mennyiség  oldatokat használva. Ezeket a mintákat ezután a viszonylagosan kis 
koncentrációjuk és kevés mennyiségük miatt hígítatlanul és kizárólag amplifikációs 
kísérletekben használtuk. A m velethez a növényi anyagot eppendorf cs be illeszked  profilú 
üveg potterrel dörzsöltük el kvarchomokkal a feltáró pufferben. 
A hibridizációs kísérletekhez a totál növényi DNS-t kissé módosított CTAB 
módszerrel (Doyle és Doyle, 1987) vontuk ki a levelekb l. Ehhez nagyobb mennyiség  (2-3 
db hármasan összetett levél) növényi anyagot használtunk, mint a fent említett módszernél. A 
feltáráshoz Retsch MM 300 rl malmot használtunk. A DNS minták koncentrációját a 
Sambrook és Russel (2001) által leírt spektrofotometriás eljárással határoztuk meg. A DNS 
integritását 1%-os, EtBr-ot tartalmazó agaróz gélen 1X-es TAE (0,001 M EDTA pH8, 0,02 M 
ecetsav, 0,04 M Tris; Sambrook és Russel, 2001) pufferben történt elválasztást követ en 
ellen riztük. Az izolált DNS mintákat felhasználásig -20°C-on tároltuk. 
A PCR (polimeráz láncreakció) kísérleteket általánosan a Sambrook és munkatársai 
(2001) által leírtak alapján készült pufferrel állítottuk össze, a MgCl2 végkoncentrációja 1,5 
mM-os volt. A genomi DNS templátokat 50-100 ng/μl koncentrációra hígítottuk az 
amplifikációs reakciókhoz. A reakciókat ABI GeneAmp PCR Systems 2700 és MJ Research 
PTC-200 berendezéssel végeztük. Az amplifikációs kísérletek körülményeit (annealing 
h mérséklet, primer koncentráció, extenziós id hossz) minden primerpárnál külön 
optimalizáltuk. A reakció körülményeket a Függelék 4. táblázat tartalmazza. Általánosságban 
35 ciklusos amplifikációs programot és 50 másodpercig tartó 94ºC-os denaturációs 
h mérsékletet használtunk. A hossz-különbséggel genotipizált markerek esetében 12,5 μl-es, 
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azoknál a markereknél, amik vizsgálata során a PCR-t valamilyen egyéb a polimorfizmus 
kimutatására irányuló technika követte, 25 μl végtérfogatú reakciókat állítottunk össze. A 
hosszpolimorfizmust mutató markereknél a PCR termékeket 2-3%-os agaróz géleken 1X-os 
TAE oldattal teli tankokban 100 V-os feszültéggel választottuk el. A mintákat a gélhez kevert, 
0,5 μg/ml végkoncentrációjú etídium-bromid oldattal festettük meg. 
 
3. 3. 2. PCR alapú markerek 
 
U189 és L295 SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism) markerek, melyek 
szerepelnek az alaptérképez  populációval készült kapcsoltsági térképen is (Kaló és mtsai., 
2000). CycMs3 SSCP markert a M. sativa cyclin génjére (X85783) tervezték. OPG4AB pedig 
egy RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA) markerb l lett kifejlesztve. 
17J18ssr1-et a hasonló nev  BAC klónra tervezett primerekkel nyertük (lsd. még a 4. 2. 2. 
fejezetet). MsLe markert agaróz gélen történt heteroduplex analízissel és az amplifikátumok 
szekvenáltatásával genotipizáltuk. 
Az újabb markerek el állításához, illetve a BAC klónok teszteléséhez használt 
primerpárokat Primer Premier és Primer Select nev  programokkal terveztük. A következ  
szempontokat vettük figyelembe: a primerpár tagjainak Tm-je (olvadási h mérséklet) között 
ne legyen 5 ºC-nál nagyobb különbség, egymással és önmagukkal lehet leg ne képezzenek 
dimert, takarékossági okokból a hosszuk a lehet  legrövidebb legyen (18-24 bp 
általánosságban), az amplifikált fragment mérete pedig 100 bp és 700 bp közé essen. Ez 
utóbbi kritériumtól csak az MtLe_5u/5d és az MtLe_1u/1d esetében tértünk el. A 
primertervezéshez olyan M. truncatula BAC és BAC vég szekvenciákat használtunk, 
melyeket adatbázisokból nyertünk ki, vagy a csoportunkban határoztunk meg. 
Az 1. táblázat azon primereket tartalmazza, melyek a kísérletek elvégzésének 
kezdetekor már a rendelkezésünkre álltak. Az általunk tervezett primereket és a jellemz iket a 




1. táblázat: Az alaptérképez  populáción már el zetesen térképezett PCR alapú markerek 
























0,64 - 0,64 μM
 
A genetikai térképezést színtérképezés módszerével végeztük (Kiss és mtsai., 1998; lsd. még 
2. 2. 3. fejezet) 
 
3. 3. 3. Genotipizálás egyszálú DNS konformáció-különbségekkel (SSCP) 
Abban az esetben, ha egy adott primerpár a két szül b l egyforma méret  fragmentet 
amplifikál, agaróz gélelektroforézissel nem tudtunk polimorfizmust kimutatni. Ilyenkor vagy 
SSCP (Single-Strand Conformation Polymorphism) módszert vagy heteroduplex analízisen 
alapuló technikát alkalmaztunk.  
Az SSCP eljárás azon alapul, hogy az egyforma méret , de szekvenciájukban különböz  
egyszálú DNS molekulák eltér  konformációt vehetnek fel, ami eltér  mobilitást 
eredményezhet (Orita és mtsai., 1989). Az eljáráshoz a vizsgálni kívánt fragment 
koncentrációjától függ en 4-8 μl-t használtunk fel a PCR reakcióból. A mintákhoz 1:1 
arányban adtunk STOP festéket (98 % deionizált formamid, 10mM EDTA (pH 8.0), 0,2% 
brómfenolkék, 0,2% xilén-cianol), és 98 ºC-on 5 percig denaturáltuk. Az analízis során a 
fragment méretét l és a polimorfizmus mértékét l függ en 8 vagy 10%-os natív poliakrilamid 
gélen (akrilamid:biszakrilamid = 40:1), 4°C-on, 0,5 X-es TBE pufferben (Sambrook és 
Russel, 2001) 12-24 óráig 150-220 V feszültség mellett történt az elválasztás. A különböz  
DNS fragmenteket ezüst-nitrát festéssel tettük láthatóvá. Els  lépésként 200 ml 1%-os 
salétromsavban fixáltuk a gélt 3-4 percig, majd 30 percen keresztül rázattuk a festésnek 
használt 200 ml-nyi 0,2%-os ezüst-nitrát oldatban. A DNS mintázatot 200 ml 0,3 M-os 60 μl 
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formaldehidet tartalmazó nátrium-karbonát oldattal hívtuk el . Ezután 5 perces fixálás 
következett 300 ml 10%-os ecetsavval, majd a gélt 15-60 percig 300 ml szintén 10%-os 
glicerinben áztattuk. A második fixáló oldat és a glicerines áztatás kivételével minden oldat 
leöntése után háromszor 20 másodpercig desztillált vízzel öblítettünk. Az utolsó lépést 
követ en a megfestett gélt két celofán között buborékmentesen kifeszítve szárítottuk. A gélt 
ilyen formában archiváltuk.  
3. 3. 4. Heteroduplex analízis 
Az SSCP mellett egy CelI emésztésen alapuló heteroduplex analízist használtunk még a 
hosszpolimorfizmust nem mutató fragmentek közötti különbségek kimutatására. Ezzel az 
eljárással még olyan SNP-k (Single Nucleotide Polymorphisms) is kimutathatók, amiket 
SSCP eljárással nem sikerült felfedni. A mintákat els ként PCR-rel amplifikáltuk, és a PCR 
termékb l 5μl-t ellen rzésként agaróz gélen megfuttatunk. A CelI enzim mismatch-eknél (a 
két szál különbségéb l adódó kihurkolódásoknál; heteroduplex) az egyik szálat hasítja 
(Oleykowski és mtsai., 1998). Ehhez a reakcióhoz el zetesen a kapott amplifikátumokból 
heteroduplexet képeztünk úgy, hogy a mintákat két percig 94 ºC-on denaturáltuk, majd a 
h mérsékletet 0,1 ºC/s léptékben csökkentettük 20 ºC-ra. A heterozigóta növényekb l 
amplifikált mintákban olyan heteroduplex molekulák keletkeznek, melyek szálai különböz  
allélokból erednek. Ezután összemértük az emésztési reakciót a CelI enzimmel (Kiss Péter, 
SZBK) (50 mM Tris-HCl pH 8.0; 0,5 mM -metil-mannozid; 0,01% Triton X-100; 100 μM 
PMSF; 0,5 M KCl pufferben) a hozzá készült 100 mM MgSO4-ot, 100 mM HEPES-t (pH 
7.5), 100 mM KCl-ot, 0,02% Triton-X-et, 0,002 mg/ml BSA-t tartalmazó 10X-es reakció 
pufferrel. A 30 μl végtérfogatú reakcióelegyet 30 percig inkubáltuk 42 ºC-on, majd NH4Ac-ot 
tartalmazó etanollal kicsaptuk. Beszárítás után a már ismertetett STOP festékben (10μl) 
oldottuk a DNS-t, majd az SSCP-nél ismertetett módon denaturáltuk. A fragmenteket 10% 
denaturáló akrilamidon választottuk el, mely 6 M ureát tartalmazott.  
Az elektroforézishez készített ureás poliakrilamid gélt kb. 45°C-ig el melegítettük, a 
futtatás 0,5 X-es TBE pufferben, 1000 V feszültség mellett 30-40 percig történt. A különböz  
fragmentumokat ebben az esetben is ezüst-nitrát festéssel tettük láthatóvá. A CelI emésztést 
követ  és az SSCP-nél alkalmazott festés lényegében megegyezik egymással. A különbséget 
az adja, hogy a heteroduplex analízis esetében az ureát kimostuk a poliakrilamid gélb l 200 
ml 50% metanolt, 12%-os ecetsavat és 0,02% formaldehidet tartalmazó oldattal, mivel az urea 
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akadályozná az ezüst-nitrátos festést. A fent leírt eljárás el tt még háromszor 10 percig 200-
200 ml 50%-os etanollal mostuk a gélt.  
Az apai és anyai genotípust úgy különítettük el egymástól, hogy az egyik szül b l 
származó fragmentet adtuk hozzávet legesen 1:1 arányban az el zetesen homozigótáknak 
meghatározott mintákhoz. Abban az esetben, ha hasítást tapasztaltunk a gélképen, 
megállapíthattuk, hogy az adott növény erre a markerre nézve a hozzákevert szül i 
fragmenttel ellentétes homozigóta. 
 
3. 3. 5. Southern hibridizáció 
 
A hibridizációs kísérleteket a Sambrook és Russel (2001) által leírt módon végeztük, 
azzal a kiegészítéssel, hogy a hibridizáció 60 C-on történt minden esetben. A teljes növényi 
DNS-t DraI, EcoRI vagy HindIII enzimmel emésztettük a forgalmazó cégek (Fermentas, New 
England Biolabs) utasításai alapján. Az emésztett DNS-b l 10-15 μg-nyit 1%-os agaróz gélen 
választottuk el TAE puffer jelenlétében, majd Nytran N+ nylon membránra (Schleicher & 
Schuell) kötöttük kapilláris transzfer segítségével. Próbának minden esetben a 12. ábra A 
részében feltüntetett primerekkel M. truncatula A17 ökotípusának genomi DNS-n végzett 
amplifikáció termékét használtuk (lsd. még Southern blot- Le gén kópiaszámának 
meghatározása c. fejezet). A kapott 1628 bp méret  fragmentet [ -32P]dCTP beépítésével 
radioaktívan jelöltük, ehhez az Amersham Biosciences random oligomerekkel dolgozó 
Ready-To-Go DNA Labelling Beads (-dCTP) nev  termékét használtuk. A hibridizációt 16 
órán keresztül végeztük C+G pufferben (Church és Gilbert, 1984) üvegcs ben, hibridizáló 
kályhában (Uniequip). A membránokat 60ºC-on mostuk háromszor húsz percig csökken  
koncentrációjú SSPE oldatokkal (1X-es, 0,5X-es, 0,1X-es), ami 0,1% SDS-t tartalmazott. A 
hibridizációs kép létrehozásához Amersham Biosciences tároló Phosphor Screen-t (7 nap 




3. 3. 6. A BAC klónok kezelése, kontigépítés 
 
A Dwf1 kontig építéséhez a második BAC könyvtárat használtuk, mivel az els  
könyvtárhoz képest lényegesen nagyobb mértékben fedi le a M. truncatula genomját. A 
könyvtár klónjai a munkacsoportban rendelkezésre állnak. 
A M. truncatula kettes BAC könyvtár parciális HindIII emesztéssel készült klónjait 
használtuk a genomséta kivitelezésére (www.medicago.org). Az átlagosan 120-150 kb méret  
inszerteket pBeloBAC11 vektorba ligálták, ami biztosítja a kloramfenikol szelektálhatóságot. 
Az egyedi klónokat 384 fér helyes plate-kben -80°C-on tároltuk glicerint tartalmazó LB-ben 
(LB Freezing puffer – Sambrook és mtsai., 2001). A BAC klónok neve a tárolási helyükb l 
ered. Egy-egy adott név a kutatóközösség minden tagja számára ugyanazt a klónt takarja. 
A kontigot alkotó átfed  BAC klónok kiválasztását els dlegesen bioinformatikai 
eszközökkel és multiplex PCR technikával végeztük. BLAST alapú homológia keresésekkel a 
kontig korábban meghatározott klónjainak szekvenciáival választottunk ki átfed  klónokat az 
interneten hozzáférhet  M. truncatula BAC és BAC-vég szekvencia adatbázisokból. 
Általában nukleotid szekvenciával kerestünk nukleotid adatbázisban (BLASTn). Néhány 
esetben segítségül hívtuk a M. truncatula TC adatbázist is annak eldöntésére, hogy az illet  
gént tartalmazó BAC klón átfed-e egy másikkal. Ha ezzel nem sikerült el re jutnunk, 
multiplex PCR-t használtunk. 
A multiplex PCR reakciókat a M. truncatula BAC könyvtár speciális módon elegyített 
klónjaiból készült plazmid DNS szeteken végeztük. Ehhez a haladási irányba es  utolsó BAC 
klón végszekvenciájára primerpárt terveztünk, majd ezekkel a könyvtár klónjainak plazmid 
DNS-ét megfelel  módon elegyítve tartalmazó mintákon PCR reakciót végeztünk. A klónokat 
el ször 20 régióba csoportosították, az els  PCR reakciókkal el ször azt lehetett 
megállapítani, hogy melyik régióban található a marker szekvenciáját tartalmazó klón. Egy-
egy régió plate-jeinek klónjait sorok és külön oszlopok szerint is elegyítették. A második szet 
PCR-rel megállapítható a keresett klón sora és oszlopa (Jakab J., szóbeli közlés).  
A kiválasztott BAC klónokat és azok pozícióját a kontigban PCR reakciókkal 
ellen riztük. A részben általunk meghatározott, részben adatbankokból kikeresett BAC 
szekvenciákra tervezett primereket, az amplifikáció körülményeit és az esetlegesen M. sativa 
populáción tapasztalt polimorfizmus kimutatásának módját a Függelék 4. táblázatban 
tüntettük fel. A primereket a BAC klónok plazmid DNS-ének 102-szoros, 104-szeres és 106-
szoros hígításán, mint templáton teszteltük. Azokat a klónokat fogadtuk el átfed nek, melyek 
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a kindulási BAC klónra tervezett primerrel a nagyobb hígítások esetében is adtak jelet, és 
annak intenzitása a hígítás mértékével fokozatosan csökken. A BAC klónok végszekvenciáit a 
szekvenáló primerek alapján T7 és SP6, vagy a forward-reverse elnevezés alapján TF és TR 
névvel jelöltük. A kontigépítéshez felhasználtuk a klónok HindIII emésztésen alapulóan 
összeállított kontigjait is, melyek szintén elérhet ek a www.medicago.org internetes 
adatbázison. 
A kísérletekhez kiválasztott BAC klónokból a plazmid DNS-t a Sambrook és Russel 
(2001) által leírtak alapján egy kissé módosított eljárással izoláltuk. A BAC klónokat 
tartalmazó E. coli sejteket a fent említett plate-ekr l oltottuk le. A baktérium sejteket 
különálló telepekre szélesztettük a 12,5 μg/ml kloramfenikolt tartalmazó szilárd LB (10 % 
Tripton, 5 % éleszt  kivonat, 10 % nátrium-klorid) táptalajra. Innen egyedi telepeket oltottunk 
le kloramfenikol tartalmú folyékony LB tápoldatba, majd egy éjszakán át növesztettük 37°C-
on rázókamrában. A plazmid DNS tisztítását módosított alkalikus módszerrel végeztük. A 
sejteket miután a tápoldattól centrifugálást követ en megszabadultunk 400 μl 10 mM Tris-t 
(pH 8,0), 0,1 M NaCl-ot és 1 mM EDTA-t (ph 8,0) tartalmazó STE oldattal mostuk. A 
következ ben az alkalikus feltárás három oldatával kezeltük a mintákat. A fehérjék és egyéb 
sejttörmelék 100 μl 3 M-os kálium-acetáttal való kicsapása után a plazmid DNS-t tartalmazó 
felülúszót Whatman 3MM-es papíron keresztül még lesz rtük, ezáltal a szennyez dés nagy 
részét eltávolítottuk. Az oldatban lev  DNS-t izopropanollal csaptuk ki, centrifugálás után 
pedig etanollal mostuk és Speed Vac-ban beszárítottuk. A steril MQ-ban visszaoldott 
mintákból agaróz gélen megfuttatva ellen riztük a tisztítás sikerességét.  
 
3. 3. 7. Allélszekvenálás, a PCR fragmentek klónozása  
 
 A GA3ox gén szül i alléljait (Mqk93 és Mcw2) az F2 populációból és a w2 növény 
önbeporzásából származó homozigótákból amplifikáltuk (Mqk93 allél: D2, D32 és D62 
növény; Mcw2 mutáns allél: D84, D90 és W54; Mcw2 vad típusú allél: W68) M. truncatula 
szekvencia alapú primerekkel (lsd. Eredmények és megvitatásuk 9. ábra, Függelék 4. 
táblázat). A PCR terméket GFX oszloppal (Amersham Biosciences) tisztítottuk 1-2%-os 
agaróz (1X TAE) gélb l, majd pGEM-T EASY (Promega) vektorba ligáltuk a gyártó 
utasításai alapján. A ligátumokkal Escherichia coli XL1Blue baktérium törzs kompetens 
sejtjeit transzformáltunk. A transzformáns telepekb l a Maniatis és munkatársai (1982) által 
leírt módon izoláltuk a plazmid DNS-t. Minden esetben legalább három független klónt 
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szekvenáltattunk meg párhuzamosan. A szekvenálás a Sanger és munkatársai (1977) által 
kidolgozott dideoxy terminációs eljárással történt ABI Prism 3100 Analyzer berendezésen. 
 
3. 4. Filogenetikai elemzés 
 
Az elemzéshez a GA3ox fehérjék aminosav szekvenciáit DNS szekvenciákból 
nyertük. A filogenetikai fa a www.ebi.ac.uk oldalon elérhet  ClustalW eljárással készült 
illesztésekb l készült. 
 
3. 5. Növényi transzformáció 
 
3. 5. 1. Konstrukciók létrehozása 
 
A konstrukciók létrehozása els dlegesen Escherichia coli DH5 , illetve S17 törzs 
segítségével történt. Csak a kész és visszaellen rzött plazmidokat transzformáltuk 
Agrobacterium tumefaciens GV3101 törzsbe konjugációval az S17 törzs közvetítésével.  
Az MtLe konstrukció létrehozását két lépcs ben végeztük. El ször a 7K2 BAC klón 
megfelel  EcoRI/ClaI fragmentjét ligáltuk pBluescriptKS (Fermentas) vektorba, majd innen 
EcoRI/KpnI hasítással vágtuk ki az inszertet és pCambia2201 vektorba (www.cambia.org) 
ligáltuk, mely kanamicin rezisztenciát biztosító nptII növényi szelekciós markert tartalmaz. 
Az MsLehi konstrukciót az MtLe plazmidból hoztuk létre. Az MtLe_5u/5d 
primerpárokkal amplifikátumot képeztünk a D84-es MsDwf1- fenotípusú (törpe) növényb l. 
Az amplifikátum SacI/ApaI fragmentjével cseréltük ki az MtLe kostrukció SacI/ApaI 
fragmentjét. Az így kapott plazmidban a struktúrgén nagy része az MsDwf1- növényb l 
származik, és így tartalmazza az anyai és apai allélek között tapasztalt összes szekvencia 






















3. ábra: A növényi transzformációhoz használt konstrukciók létrehozása. A kék szín az 
mth2-7K2 BAC klónból származó inszertet jelzi a barnával jelölt pCambia2201 vektorban. A 
ClaI és a KpnI hasítóhelyek közötti feketével jelzett szakasz a klónózási folyamat 
melléktermékeként a pBluescriptKS vektor poliklónozó helyéb l megmaradt szakasz. A kék 
illetve piros téglalapok az MtLe gént illetve a M. sativá-ból származó GA3ox amplifikátumot 
jelentik. A zöld csík jelzi a Gly126Asp cserét okozó mutációt. 
 
 
3. 5. 2. Agrobacterium transzformáció Arabidopsis-ba
 
A Clough és Bent (1998) által leírt „floral dip” módszert alkalmaztuk. A transzformáló 
oldat 5 w/v % szacharóz, 0,01 M MgCl2, 0,01 % Silwet L-77 volt. Ennek 200 ml-ében 
szuszpendáltuk fel a centrifugálással összegy jtött, két napig 200-200 ml LB-ben (100 μg/ml 
rifampicin, 15 μg/ml kloramfenikol, 25 μg/ml kanamicin) növesztett Agrobacterium 
kultúrákat. A virágzó növényeket (Arabidopsis ga4 mutáns) a szuszpenzióba merítés után egy 
napig párás helyen tároltuk. Majd érésig neveltük, és magot fogtunk róluk. A transzgén 





3. 6. RNS technikák  
 
3. 6. 1. Teljes RNS izolálás az Arabidopsis növények hajtásaiból 
 
 Az RNS kivonást a Szittya és munkatársai-nál (2002) leírtak alapján végeztük. A 
hajtásokat kvarchomok jelenlétében üveg-potterrel tártuk fel. Hozzáadtunk 500μl puffert, (7,5 
w/v % glicin, 0,1 M EDTA (pH 8), 1M NaCl, pH 9,5; steril) majd 13000 RPM-mel 10 percig 
centrifugáltuk. A felülúszóból 1:1 arányú fenollal, majd fenol:kloroformmal (1:1), 
kloroformmal tisztítottuk ki a nukleinsavakat. Alkoholos kicsapást követ en ddH2O-ban 
oldottuk fel. 
 Az RNS integritását agaróz gélelektroforézissel ellen riztük 1%-os gélen TAE puffer 
jelenlétében. A koncentrációt NanoDrop berendezésen mértük meg. 
 
3. 6. 2. Expressziós vizsgálat RT-PCR-rel 
 
Az RNS mintákból 1 μg-nyit használtunk fel a cDNS szintézishez, amit a Roche 
Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit-jével random hexamerekkel végeztünk a 
gyártó utasításainak megfelel en 10 μl-ben, majd 10 X-re hígítottuk. Ebb l 1 μl-t használtunk 
fel templátként egy 12,5 μl-es PCR reakcióhoz, ahol az egyik oldali primer az MtLe_4d, a 
másik oldali a két exon kapcsolódási ponjára tervezett Le_exex volt. Az amplifikáció 
h mérsékleti körülményei a következ k voltak: 95 ºC 4 perc; 94 ºC 50 másodperc 
denaturáció; 52 ºC 50 másodperc primer kitapadás; 72 ºC 50 másodperc szintézis; 34 
ciklusban ismételtük a denaturációtól; végül 72 ºC következett 10 percig. A reakció 




3. 7. Nevezéktan 
 
A dolgozatban a korábban leírt mutáns növények, fenotípusok, gének esetében a szerz k 
korábbi jelöléseit alkalmaztam. A diploid térképez  populációban felt nt törpe fenotípust 
korábban Dwarf néven írták le Kiss és munkatársai (1993), dolgozatomban azonban átvéve a 
M. truncatula esetében javasolt (Stougaard és mtsai., 1999; VandenBosch és Frugoli, 2001) 
nevezéktant a fenotípus esetében az MsDwf1-/MsDwf1+, a mutáns gén esetében pedig az 
msdwf1  jelölést  alkalmaztam.  A  színtérképezéshez az  5. ábránál  ismertetett szín-  és




4. Eredmények és az eredmények megvitatása 
 
4. 1. Az MsDwf1- fenotípus jellemzése 
 
A diploid lucerna (Medicago sativa, Ms) korábbiakban ismertetett 138 egyedes F2 
térképez  populációjában törpe fenotípusú növények jelentek meg. Kiss és munkatársai 
(1993) ezt a fenotípust Dwarf-nak nevezték el, mi a fenotípust MsDwf1- elnevezéssel írjuk le.  
A mutáns növények szártagjai átlag 2,5-3-szor rövidebbek, leveleik kisebbek, színük 
pedig sötétebb a vad típusú növényekénél. A növények habitusa általánosságban elfekv  és 
bokrosabb a vad típusnál (1. és 4. ábra). Ezeket a jellemz ket leszámítva más morfológiai 
különbséget nem tapasztaltunk a vad típushoz képest a növények életképességét, generativ 
szerveit, gyökérzetét és a güm k számát vizsgálva. 
Mivel a tulajdonság egyik diploid szül re sem volt jellemz , azt a munkahipotézist 
állítottuk föl, hogy a két szül  közül legalább az egyik heterozigóta állapotban hordozta a 
törpeség tulajdonságát, és hogy a vad típusú allél domináns a törpeséget okozó génváltozattal 
szemben. Az önbeporzott populáció vizsgálatából a kés bbiekben kiderült, hogy a mutáns 
allél az apanövényt l (Mcw2) származott. A szegregációs arány - megközelít leg negyede a 
növényeknek törpe volt - monogénes öröklésmenetre utalt. A feltételezett recesszív gént, 
mely a törpe fenotípusért felel s a továbbiakban msdwf1-nek neveztük.  
. 
4. 1. 1. Az MsDwf1- fenotípus exogén gibberellin kezeléssel menekíthet  
 
A törpeség hátterének vizsgálatára élettani kísérleteket végeztünk. Mivel számos 
tényez  mellett a növényi hormonként számon tartott gibberellinek bioszintézis génjeiben 
bekövetkezett mutáció is okozhat törpe fenotípust, a növényeket megvizsgáltuk ebb l a 
szempontból. Annak eldöntésére, hogy a mi esetünkben is gibberellin bioszintézis gén 
mutációjáról van-e szó, exogén hormontesztben vizsgáltuk a törpe és a vad fenotípusú M.
sativa növényeket. Számos pillangósvirágú növény esetében bizonyították már, hogy az 
endogén bioaktív GA-k közül is a hajtás növekedésében a GA1-nek van a legnagyobb szerepe 
(Lester és mtsai., 1997). Azonban több faj egyedein végzett kísérletek alapján az exogén GA3 









































4. ábra: A: a térképez  populációból kiválasztott MsDwf1- és MsDwf1+ fenotípusú növények 
vegetatív klónjai az exogén gibberellin (GA3) kezelés megkezdése után öt héttel (kontroll és 
kezelt növények). B: a szártaghossz változása a gibberellin kezelés hatására. A vonalak a 
harminc hajtáson mért adatok szórását jelölik. C: a kontroll és a kezelt MsDwf1- mutáns és 
MsDwf1+ fenotípusú növények hajtásai a kezelés beszüntetése után két héttel. D: a D162 jel  
törpe növés  növény hajtása (a) a vad fenotípusú F1/1 alanyra (b) oltást követ en. 
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vissza tudja állítani a vad típusú növekedést (Chiang és mtsai., 1995; Koornneef és mtsai., 
1980; Yamaguchi és mtsai., 1998). Az MsDwf1- növények tesztelésére ezért használhattuk a 
GA3-at. A D162-es és D117-es jel MsDwf1- mutáns növények és az F1/1 és D206 vad típusú 
növények hajtásdugványozással nyert vegetatív klónjait vizsgáltuk (4. ábra). Az el z ekben 
leírt diploid törpe lucerna növények a 70 és 140 μM-os GA3 hatására a vad típusú 
növényekkel megegyez , szabályos növekedés  fenotípust mutattak. A változás 
számszer sítésére megmértük a növekv  hajtások egy-egy adott internódiumának hosszát. A 
kezelés hatására a törpe növények szártaghossza átlagosan több mint háromszorosára n tt, 
habitusuk az elfekv b l felállóvá vált, leveleik nagyobbak és világosabbak lettek (4/A, B és C 
ábra). A vad típusúaknál szignifikáns eltérést nem észleltünk (4/A, B és C ábra). Az MsDwf1- 
növényeknél tapasztalt reverzió valóban a GA3 kezelés hatására jött létre, mivel annak 
beszüntetését követ en az újonnan fejl dött hajtásrészek ismét törpe fenotípust mutattak. A 
kísérletek eredményei arra utalnak, hogy az MsDwf1- fenotípusért valószín leg a GA 
bioszintézisben résztvev  egyik enzim génjének mutációja tehet  felel ssé. 
Az MsDwf1- növények a csírázáshoz nem igényelnek kívülr l adott GA-t. A csírázást 
követ en pedig jól fejl dnek, gyökérzetük, güm zési képességük és generatív szerveik a vad 
fenotípusú növényekével megegyez ek. A gibberellin bioszintézis kés bbi lépéseit gyakran 
géncsaládok kontrollálják. A részben átfed  szerep  enzimek családjának egy-egy tagjának 
kiesésekor kevésbé súlyos („semidwarf”) fenotípust kaphatunk (lásd még 2. 6. 3. fejezet), 
mely nagymértékben hasonlít a diploid M. sativa térképez  populációban megfigyelt 
MsDwf1- fenotípushoz. Ebb l azt a munkahipotézist állítottuk fel, hogy a bioszintézis út ent-
kaurén utáni szakaszának egy lépése az érintett az MsDwf1- növényekben.  
Azt, hogy a GA bioszintézis út végs  lépéséért felel s, vagy valamelyik egyéb génjében 
történt-e mutáció, oltási kísérlettel lehet eldönteni. Kísérleteink elméleti hátteréül Proebsting 
na és le nev  borsó mutánsokkal végzett oltási kísérlete szolgált (Proebsting és mtsai., 1992). 
Feltételezéseink alapján, ha a bioszintézis GA20 el tti részében szerepet játszó gén mutációja 
okozta a mutáns fenotípust az oltvány vad típusú részéb l származó prekurzor (GA20) 
transzportálódik a mutáns növényr l származó részekbe, és ott GA1-é alakulva visszaállítja a 
vad típusú növekedést. Ha azonban az MsDwf1- fenotípusú növények a borsó le mutánsához 
hasonlóan a GA1 bioszintézis terminális lépésében gátoltak, akkor nem tapasztalható a fent 
leírt hatása az oltásnak, hisz a GA1 prekurzora, a GA20 szabadon transzportálódik a 
növényben, azonban a bioaktív GA1 a növényben nem mozog nagy mennyiségben 
(Proebsting és mtsai., 1992). A szártag növekedésére ható egyéb endogén GA-k (például 
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GA3) valószín leg nem transzlokálódnak akkora mennyiségben a mutáns hajtásba, ami el  
tudja idézni a megnyúlást. 
Hogy tisztázzuk vajon az MsDwf1- mutáns fenotípusú lucerna esetében is 
megfigyelhetjük-e a fent említett jelenséget, a mutáns növény hajtásait vad típusú alanyra 
oltottuk. Az oltásnak a növekedésre gyakorolt hatását kontrol kísérletekben ellen riztük, 
melyek során törpe-törpe és vad-vad oltásokat is végeztünk. Az oltás után növekedésnek 
indult MsDwf1- hajtások továbbra is törpe fenotípust mutattak, tehát nem keletkeztek az 
MsDwf1+-ra jellemz  hosszú internodiumú, nagy és világos level  hajtások. (4/D ábra). 
Mindez alapján ésszer nek t nt azt feltételeznünk, hogy a GA bioszintézis bioaktív 
végterméke nem transzportálódott, és a mobilis prekurzor vegyületek nem tudtak bioaktív 
GA-vá alakulni az oltott hajtásban. Tehát a borsó le mutánsával végzett kísérlethez hasonló 
eredményt kaptunk, így valószín sítettük, hogy az MsDwf1- mutánsokban a bioaktív GA 
bioszintézis terminális lépését katalizáló enzim génje szenvedhetett mutációt. 
A hipotézisünk igazolására a molekuláris genetika eszközeivel vizsgáltuk az MsDwf1- 
fenotípusú növényeket. A törpe fenotípust okozó gén izolálásának kérdését több oldalról 
közelítettük meg. Egyrészt az MsDwf1- fenotípust meghatározó genetikai régiót vizsgáltuk 
meg a térképezésen alapuló génklónozás módszerét alkalmazva, másrészt vizsgáltuk a 
fenotípus jellemz i alapján látóterünkbe került jelölt gént. Dolgozatomban el ször a 
pozícionális klónozás eszköztárával elért eredményeket ismertetem. 
 
4. 2. A törpe fenotípus finomtérképezése 
 
Az MsDwf1- fenotípust az Irodalmi áttekintés fejezetben említett módon recesszív 
tulajdonságként genetikailag térképezték a diploid Medicago sativa kettes kapcsoltsági 
csoportjának egyik végére kapcsoltan több molekuláris markerrel (Kiss és mtsai., 1993; Kaló 
és mtsai., 2000). A kapcsolt markerek a törpe fenotípusú növények esetében apai 
homozigótákra jellemz  mintázatot adtak. Ez arra utal, hogy a M. sativa ssp. coerulea w2 jel  
apanövényt l származik a térképez  populációban homozigóta állapotban törpeséget okozó 
mutáns allél. Ezt a feltevést alátámasztja az is, hogy az Mcw2 öntermékenyített populációban 
megjelenik a törpe fenotípus. Kísérleteink els dleges célja az volt, hogy minél közelebbi 
határmarkereket találjunk az MsDwf1 lókuszhoz, és ezzel lesz kítsük azt a genetikai régiót, 
amelyen belül helyezkedik el az MsDwf1- fenotípusért felel s gén. 
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A 138 egyedet tartalmazó alap térképez  populáción végzett kísérletek során a kapcsolt 
markerek között voltak az L295, az U189 és a CycMs3 kodomináns kiértékelés  SSCP 
markerek (Kiss és mtsai., 1993; Kaló és mtsai., 2000). OPG4AB egy kodomináns kiértékelés  
specifikussá tett RAPD marker, ami hosszpolimorfizmust ad és szintén koszegregál a vizsgált 
törpe fenotípus lókuszával (MsDwf1) az alap térképez  populációban. A markerek adatait az 
Anyagok és módszerek 1. táblázata tartalmazza. A kés bbiekben els dlegesen ezzel a négy 
markerrel folyt tovább a munka (5. ábra). Az említett markerek egymáshoz képesti 
térképhelyzetét  és  az  MsDwf1 lókusz  pontos helyét  nem lehetett megállapítani  a 138 
egyedes populáción, mert ezek között a növények között nem tudtunk a megfelel  régióban 
rekombinációt mutató egyedeket azonosítani. A vizsgált lókusz pontos térképhelyének és a 
legközelebbi határmarkerek meghatározásához egy nagyobb egyedszámú populációra volt 
szükségünk. A vizsgálatokba bevont újabb növényegyedek ugyanannak az F1/1 jel  
növénynek az önbeporzásából származnak, mint a Kiss és mtsai. (1993) által használt alap 
térképez  populácó egyedei. 
 
4. 2. 1. A térképez  populáció kiterjesztése és az els  317 növény vizsgálatából nyert 
eredmények 
 
A populáció kiterjesztését több lépcs ben végeztük a végs  egyedszám (1031) 
eléréséig. A ferde Gibson táptalajra, kémcsövekbe helyezett növények kevés helyet foglalnak 
a cserépbe ültetettekhez képest. Ez lehet vé tette egy id ben akár több száz egyed növesztését 
és tesztelését. Emellett a növények ellen rzött körülmények között n nek, így kevésbé 
vannak kitéve a biotikus és abiotikus környezeti hatásoknak.  
A növényeket az említett markerekkel genotipizáltuk (L295, U189, CycMs3, 
OPG4AB). A 317 egyedre kiterjesztett populáció vizsgálata során azonosítottunk olyan 
egyedeket, melyek a törpefenotípus és az L295, valamint az OPG4AB markerek között 
rekombinációt mutattak. Ezt a két markert használtuk a továbbiakban határmarkerként. A 
tanulmányozott szakaszon belül elhelyezked  CycMs3 és U189 markerek sorrendjét sikerült 
meghatároznunk. Az L295-höz az U189 esik közelebb, a CycMs3 pedig az U189 és az 
OPG4AB között található. Azonban a két bels , az U189 és CycMs3 markerek továbbra sem 
mutattak rekombinációt a törpeség lókuszához képest. Így az MsDwf1, az U189 és a CycMs3 
sorrendjének meghatározásához, valamint közelebbi határmarkerek kereséséhez még több 




4. 2. 2. A rekombináns populáció tagjainak kisz rése, közelebbi határmarker keresés 
 
A további genetikai térképezés során a kiterjesztett populáció nem minden egyedén 
genotipizáltuk az összes markert. A munka során arra a hipotézisre támaszkodtunk, hogy ha 
két, cM nagyságrendnyi távolságban lév  markerre egy adott növény ugyanolyan genotípusú, 
akkor feltételeztük, hogy a közöttük lév kre is ugyanezt a genotípust kapnánk. Tehát ezek a 
növények, figyelmen kívül hagyva az ilyen kis genetikai távolságok esetében rendkívül ritka 
kett s rekombinánsokat, nagy valószín séggel nem hordoznak rekombinációt ebben a 
régióban. Ezek a növények a két marker közötti újabb térképpontok meghatározásához nem 
informativak, a régió további genotipizáló kísérleteib l kihagyhatóak. A továbbiakban a két 
marker között rekombinációt mutató növényekkel (rekombináns populáció) dolgozhatunk. A 
feladat lehet  leggyorsabb és leghatékonyabb végrehajtásához els  lépésként egy-egy 
könnyen genotipizálható markert kellett találnunk az MsDwf1 lókusz mindkét oldaláról, 
amelyeket mint els dleges határmarkereket használhattunk az újabb növények gyors 
sz résére, a két marker között rekombinációt hordozó egyedek kiválasztására.  
Az el z  fejezetben láthattuk, hogy a fenotípus lókuszának két oldalán helyezkedik el 
az OPG4AB és az L295 marker. Az OPG4AB gyorsan genotipizálható, 2-3%-os agaróz gélen 
hosszpolimorfizmust mutató marker, L295 esetében azonban csak SSCP eljárással tudtunk 
polimorfizmust detektálni. Az SSCP eljárással adott id  alatt egyszerre tesztelhet  minták 
száma jóval kevesebb, az eljárás hosszadalmasabb. A nagy egyedszámú populáció tesztelése 
így jóval több id t és munkát igényel, mint egy agarózon hosszpolimorfizmust adó marker 
esetében. Az L295 helyett egy agaróz gélen hosszpolimorfizmust mutató mikroszatellit 
(Simple Sequence Repeat) markert (17J18ssr1) készítettünk M. truncatula genomi szekvencia 
alapján. Az új markert úgy állítottuk el , hogy az interneten hozzáférhet  BAC szekvencia 
adatbázisból BLASTn alapú homológia kereséssel azonosítottunk egy olyan nagy részben már 
megszekvenált BAC klónt (AC137554), mely tartalmazza az L295 marker alapjául szolgáló 
cDNS amplifikátum szekvenciáját. Az mth2-17J18 jel  klón egy mikroszatellit szekvenciájára 
terveztünk primerpárt, mert a célunk az volt, hogy a M. sativa populációban 
hosszpolimorfizmust detektáljunk. Erre lehet séget ad a mikroszatellit szekvenciák azon 
jellemz  tulajdonsága, hogy egy faj különböz  egyedei között gyakori az ismétl dések 
számában a különbség. Az alap populáción térképezve az újonnan készített marker 
térképhelyzete megegyezett az L295-ével. A továbbiakban ezért a 17J18ssr1 markerrel 
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helyettesítettük az L295-öt, és ezt használtuk egyik oldali határmarkerként. Így lehet vé vált 
nagyszámú növényr l származó minta egyidej  gyors tesztelése és az OPG4AB és 17J18ssr1 
markerek között rekombinációt tartalmazó egyedek kiválogatása. A kiválogatott növényeket 
3-4 héttel a Gibson táptalajra helyezés után üvegházban neveltük tovább.  
A populációt 1031 egyedre terjesztettük ki. Az OPG4AB és 17J18ssr1 markerek 
segítségével 15 olyan egyedet választottunk ki, melyek a két határmarkerre nézve eltér  
genotípussal jellemezhet ek (5. ábra). A fennmaradó növények közül 118 anyai 
homozigótának, 128 apai homozigótának, 770 pedig heterozigótának bizonyult a két 
els dleges határmarkerre nézve. Ez az 1016 növény a határmarkereknek megfelel  fenotípust 
mutatta, tehát a határmarkerekre anyai homozigóták és a heterozigóták vad, az apai 
homozigóták MsDwf1- fenotípusúak voltak. Ezeket a növényeket kihagytuk a további 
kísérletekb l, mivel nem hordoznak detektálható rekombinációt a határmarkerek között. A 
többi 15 növény rekombinációt tartalmaz az MsDwf1 gén valamelyik oldalán, és a 
továbbiakban ezekkel dolgoztunk úgy, hogy a kés bbi markerek helyzetét az eredeti 
térképez  populáció 15 egyedén is ellen riztük. A rekombináns populáció tagjait 
genotipizáltuk a közbüls  markerekre, U189-re és CycMs3-ra, és meghatároztuk ezeknek a 
markereknek a helyzetét az MsDwf1 lókuszhoz képest. Az adatokat színtérképezés 
módszerével értékeltük ki (Kiss és mtsai., 1998), ahol az eltér  színek különböz  összevont 
genotípus kategóriákat jelölnek (5. ábra). 
A térkép soraiban az általunk tanulmányozott markerek, az oszlopokban a kiválasztott, 
az OPG4AB és a 17J18ssr1 között rekombináns növények láthatók (5. ábra). Az egy BAC 
klónról (17J18) származó, tehát egymástól fizikailag kis távolságban elhelyezked  17J18ssr1 
és L295 markerek a színtérkép alapján genetikai értelemben is közelinek mutatkoztak, nem 
láthattunk közöttük színátmenetet, azaz rekombinációt. Az említett markerek MsDwf1-t l öt 
növénynél mutattak rekombinációt. A nagyobb létszámú populáció analízisével egy közelebbi 
határmarkert (U189) azonosítottunk, mely a törpeség lókuszától 17J18ssr1 irányába 
térképez dött, és a fenotípushoz viszonyítva egy rekombinációt tudtunk detektálni. A vizsgált 
genetikai régiónak a kromoszómakar végéhez közelebb es  oldalára térképez dött az 
OPG4AB marker. A populációban három olyan növényt találtunk, amelyek az OPG4AB és 
MsDwf1 között rekombinációt hordoztak. A keresett gént tartalmazó régiót tehát a 
kromoszóma vége felöl az OPG4AB, a másik irányból az U189 határolja. A CycMs3 
továbbra sem mutatott rekombinációt az MsDwf1 lókusszal az 1031 egyedes populációban 




L295 1 nv nv 2 2 nv nv 2 nv nv nv nv 2 3 3
17J18ssr1 1 2 2 nv nv 2 2 2 2 1 2 2 2 3 3
UO-189 1 nv 2 2 2 1 1 2 2 1 2 3 3 2 2
CycMs3 2 2 1 1 1 1 1 nv 2 1 3 3 3 2 2
MsDwrf1 5 5 5 5 5 5 5 2 5 5 3 3 3 5 5


























































5. ábra: Az 1031 egyedes térképez  populációból kiválasztott, az OPG4AB és a 
17J18ssr1 között rekombinációt hordozó egyedek színtérképe. Jelölések: (1, sárga) - anyai 
homozigóta; (3, ciklámen) - apai homozigóta; (2, sötétzöld) – heterozigóta; (5, világoszöld) - 
nem apai homozigóta; (nv)-prediktált anyai homozigóta illetve heterozigóta. A sorokban a 
vizsgált markereket, az oszlopokban a rekombináns növényeket tüntettük fel.  
 
A CycMs3 marker és az MsDwf1 egymáshoz képesti pontos helyzetének 
meghatározását, valamint a pontos térképtávolságok megállapítását nehezíti, hogy 
fenotípusosan az anyai homozigóta és a heterozigóta egyedek nem különíthet k el egymástól. 
A régióban rekombinációt hordozó vad növekedési fenotípusú (MsDwf1+) növények 
genotípusa az MsDwf1 lókuszra csak utódanalízissel határozható meg. Mivel a diploid M.
sativa idegentermékenyül , a sorozatos öntermékenyítés hatására romlik a növények 
életképessége. Egyetlen, a régióban rekombináns növény esetében sikerült az F2 növényr l 
magokat fognunk, és F3 növényeket felnevelnünk (214a). A növények között találtunk 
mindkét fenotípus kategóriára példát, így ezt a növényt a továbbiakban MsDwf1 lókuszra 
nézve heterozigótának tekintettük. 
Összefoglalva, a korábbiakban ismertetett négy markerrel részletes genetikai térképet 
kezdtünk el készíteni a kettes kromoszóma azon részér l, ahova Kiss és munkatársai (1993) a 
vizsgált törpe fenotípusért felel s lókuszt térképezték. A megnövelt egyedszámú térképez  
populáció lehet vé tette, hogy a keresett gén helyzetét pontosítsuk, és szorosabban kapcsolt 
markereket keressünk a génhez. Munkánk során tehát els ként az OPG4AB és L295 
markereket határoztuk meg els dleges határmarkereknek. Az L295 marker helyett pedig egy 
könnyebben genotipizálható hosszpolimorf markert, 17J18ssr1-et készítettünk. További 
térképezéssel a vizsgált fenotípus kialakulásáért felel s gént tartalmazó régiót lesz kítettük az 
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OPG4AB és az U189 markerek közé. Innent l a térképezési munkákat párhuzamosan 
folytattuk a fizikai sétával.   
 
4. 3. Genomséta, közelebbi határmarkerek keresése 
A térképalapú klónozás folyamatához szükségünk van a genetikai térkép és a 
markereknek megfelel  DNS szekvenciák fizikai helyzete közötti összefüggés ismeretére.  
Az MsDwf1 lókuszhoz szorosan kapcsolt markerek birtokában tehát elkezdtük a fizikai 
genomsétát. A térképezési munkákat diploid M. sativa populáción végeztük, a mutáns 
fenotípus ebben a populációban jelent meg. A genomsétához viszont a M. truncatula genomi 
DNS-b l készült második BAC könyvtárból (mth2) választottunk ki átfed  klónokat, és 
bel lük a két legközelebbi határmarker közötti kromoszóma részletet lefed  kontigot 
építettünk. Abból indultunk ki, hogy mivel a M. truncatula és M. sativa ugyanazon genomi 
régióinak géntartalma és génsorrendje nagymértékben hasonló a korábban leírt 
térképösszehasonlító kísérletek alapján (Choi és mtsai., 2004/a és 2004/b), a kontig nagy 
valószín séggel tartalmazza azt a gént, melynek mutáns M. sativa változata okozta a törpe 
fenotípust. 
A legszorosabban kapcsolt CycMs3 és U189 markereket amplifikáló oligonukleotidok 
segítségével multiplex PCR módszerrel azonosítottuk a két markert hordozó 24L11 és 61E10 
jel  BAC klónokat. Nem ismertük a klónok orientációját, ezért mindkét klóntól mindkét 
irányban megkezdtük a kontig építését. Az átfed  klónokat a már azonosított klónok vég- 
illetve teljes szekvenciájának felhasználásával kerestük ki BLASTn alapú homológia 
kereséssel az EMBL M. truncatula BAC illetve BACend adatbázisokból. Azokban az 
esetekben, ha a BAC klónról, amivel tovább akartunk lépni semmilyen szekvencia adattal 
nem rendelkeztünk, mi magunk szekvenáltattuk meg a végeit. A kontigépítés során a 
következ  BAC klónok végszekvenciáját határoztuk meg: mth2-107L22, mth2-133K8, mth2-
130O7 és mth2-115P15. Ezeket a szekvenciákat a GeneBank adatbázisba küldtük a következ  
szám alatt: ED827866, ED827867, ED827868, ED827869, ED827870 és ED827871. 
Ha bioinformatikai eszközökkel nem sikerült tovább építenünk a kontigot, ismét 
multiplex PCR technikát alkalmaztunk. A BAC klónok egymáshoz képesti helyzetét a 
végszekvenciákra tervezett primerekkel (Függelék 4. táblázat) végzett amplifikációval 
ellen riztük, illetve határoztuk meg, ahol a templát a feltételezetten szomszédos BAC klónok 
DNS-e volt. A hamis pozitív eredmények elkerülése érdekében a tisztított BAC klónokat 
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mindig 3 különböz  hígításban (102 X, 104 X, 106 X) alkalmaztuk templátként. Csak azokat 
értékeltük pozitívként, melyeknél a nagyobb hígítások (a koncentráció függvényében 
természetesen csökken  mértékben) is adtak amplifikációs jelet.  
A kontig építése során figyelembe vettük a Medicago Genome Program keretében 
HindIII fingerprint analízissel elkészített kontigokat is (http://www.medicago.org/genome). A 
„minimum tiling path” elve alapján a lehet  legkevesebb lépéssel szándékoztuk lefedni a 
kérdéses genomi régiót. A legoptimálisabb továbbhaladás érdekében el ször mindig a már 
meglév  kontigból legjobban túlnyúló BAC klónvéggel próbáltunk továbbhaladni. 
Amennyiben ez nem volt lehetséges, mert például repetitív szekvencia található itt, vagy 
esetleg egy pozitív BAC klónt sem sikerült azonosítani vele, a megfelel  irányba es  
következ  BAC klón végszekvenciáját használtuk. A kontig építéséhez tervezett 
primerpárokat és adataikat a Függelék 4. táblázatában tüntettük fel.  
Az új BAC szekvenciára tervezett primereket a kontig egyéb BAC klónjain végzett 
ellen rz  amplifikáció mellett, felhasználtuk a BAC klónok genetikai visszatérképezéséhez. 
El ször is megvizsgáltuk, hogy a M. truncatula-ból származó BAC klón szekvenciájára 
tervezett primerpárral kapunk-e amplifikátumot a M. sativa DNS-eken. Az újabb genetikai 
markerek generálását nehezítette, hogy a M. sativa és a M. truncatula között az intergenikus 
régiókban a két faj DNS szekvenciájában lév  különbségek miatt nem minden esetben volt 
sikeres az amplifikációs kísérlet. Abban az esetben, amikor kaptunk PCR terméket a 
következ  lépés a polimorfizmus keresés volt. Az amplifikált DNS szakaszok közötti 
polimorfizmus kimutatására az olcsóbb, egyszer bb és gyorsabb eljárásoktól haladtunk (ha 
szükséges volt) a bonyolultabb anyag- és id igényesebb eljárások felé. A módszerek közül 
el ször az agaróz gélelektroforézist használtuk, mellyel hosszpolimorfizmust mutathatunk ki. 
Amennyiben nem tapasztaltunk különbséget az egyedek között, poliakrilamid gél 
elektroforézisen alapuló eljárásokat alkalmaztunk. Az SNP-k és néhány nukleotidnyi eltérések 
kimutatására, ha a mutáció a denaturált fragmentek térszerkezetbeli, illetve mobilitásbeli 
különbségét okozta, SSCP eljárást használhattunk. Egy másik eljárást, a CelI enzimmel 
történ  heteroduplex azonosításon alapuló polimorfizmus kimutatás módszerét szintén 
alkalmaztuk. Ez az érzékenyebb eljárás alkalmas akár már egy bázispárnyi különbség 





a b c d e f g h i j k l m n
L295 1 / nv 2 / nv 1 nv nv nv nv nv nv nv nv 2 3 3 / nv
17J18ssr1 1 2 1 2 2 2 2 1 2 2 2 2 3 3
9I08OP 6 / nv nv 6 nv nv nv nv nv nv 2 nv 2 2 6 / nv
115P15T7 6 / nv nv 6 nv nv nv nv nv nv nv nv 6 2 6 / nv
U189 1 / nv 2 / nv 1 1 2 2 nv 1 2 2 2 3 2 3 / nv
69M14TR 1 / nv 2 / nv 1 nv 2 2 1 1 2 2 3 nv nv 3 / nv
46E24OP 6 / nv 2 / nv 6 6 2 2 nv nv 2 2 6 6 2 6 / nv
31D24int 1 / nv 2 / nv nv nv nv nv nv 1 nv 2 3 nv nv 3 / nv
46O12TF 1 / nv 2 / nv nv nv nv nv nv 1 nv 2 3 nv nv 3 / nv
133K8T7 6 / nv 2 / nv nv nv nv nv nv 6 nv 2 6 nv nv 6 / nv
MsDwf1 5 5 5 5 5 5 5 5 2* 5 3 3 5 3
MsLe 6 / nv 2 / nv 2 nv 6 2 6 1 nv 2 3 3 2 6 / nv
CycMs3 1 / nv 2 / nv 2 1 1 2 1 1 2 2 3 3 2 3 / nv
22D10_1 1 / nv 2 / nv 2 nv 1 nv nv 3 nv 2 nv nv nv 3 / nv
TC79520 1 / nv 2 / nv nv nv 1 nv 1 3 2 3 3 nv nv 3 / nv
OPG4AB 1 2 2 1 1 1 1 3 3 3 3 3 2 3
növényszám (db) 118 770 1 1 3 1 1 1 1 1 1 2 2 128
1031  
 
6. ábra: Az MsDwf1 régió finomtérképezése: Genotípus kategóriák (a-n) a térképez  
populációban. Genotípus jelölések: lsd 5. ábra. 2* - utódanalízissel megállapított. (6)-
homozigóta; (nv)- nem vizsgált, de színkód prediktált genotípus. 
A növényszám sorában az adott genotípus kategóriába sorolt növények darabszámát jelenítjük 
meg, összesen 1031 növényr l vannak genotípus adataink. A vízszintes vastag vonalak 
közötti markerek nem mutattak rekombinációt az MsDwf1 lókusszal (MsDwf1 régió). 
 
A M. truncatula BAC klón alapú primerek közül azokat, amelyek amplifikáltak M. 
sativa genomi DNS-en és polimorfizmust mutattak, felhasználtuk ezen pontok 
térképhelyzetének meghatározásához a M. sativa térképez  populáción, és ezzel 
meghatároztuk az épül  kontigrészekben a haladási irányt. A 61E10 klónból kiinduló 
kontigdarab orientálása után már csak a CycMs3 irányában folytattuk az építést. A genetikai 
térképezés egyúttal ellen rzésként szolgált, hogy még valóban az általunk tanulmányozott 
régióban járunk-e, azaz nem térített-e el minket egy például repetitív szakasszal rosszul 
kiválasztott BAC klón. A sikeresen visszatérképezett markereket a 7. ábra B részén 
függ leges vonallal jelöltem, a térképezési munkákat a régióban tapasztalt genotípus 
kategóriák színtérképével pedig az 6. ábrán mutatom be.  
A két markert l (U189 és CycMs3) kiinduló kontigdarabok összeépítése után 
továbbhaladtunk az OPG4AB marker irányába. A finomtérképezési munkák során az 1031 
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egyedes populációban három növényt találtunk, amelyek az OPG4AB és a CycMs3 között 
rekombinációt mutattak, ebb l az egyik kétszeres rekombináns volt. Az OPG4AB genetikai 
marker irányába történ  genomséta során célunk az volt, hogy átlépjük a rekombinációs 
pontot, ami biztosítja, hogy a keresett gén ett l a ponttól OPG4AB irányába es  szakaszon 
már nem lehet. Tehát a BAC klónokról generált genetikai markerek segítségével tovább 
sz kítettük az MsDwf1 gént tartalmazó régiót. 
A 107L22 BAC klón végszekvenciájával az adatbázisból egy másik, EcoRI emésztéssel 
készült BAC könyvtár klónját (mte1-16J17) sikerült azonosítanunk, ami továbbvitt minket a 
22D10 jel  BAC klónhoz. Err l a BAC klónról két genetikai markert is sikerült létrehoznunk. 
Mindkét marker két rekombinációra helyezkedik el a keresett gént l. Olyan markert nem 
sikerült azonosítanunk, mely csak egy rekombinációs pontra helyezkedik el ebben az irányban 
az MsDwf1 gént l. De mivel közelebb jutottunk a törpeséget eredményez  génhez, és a kontig 
lefedte a két legközelebbi határmarker közötti genomrégiót, lezártuk a kontig építését. A 
kontig másik oldalán nem sikerült U189-nél közelebbi, az MsDwf1 gént l egy rekombinációra 
es  markert találnunk.  
A 7. ábrán látható a megépített kontig. Az ábra alsó harmadában látható vízszintes vonal 
a M. sativa genom MsDwf1 régióját jelképezi. Az egyenest metsz  X jelek egy-egy 
rekombinációs pontot jelölnek, melyeket a 6. ábrában feltüntetett „h” (kett s rekombináns) és 
„k” (rekombináns) genotípus kategóriákba tartozó növények alapján helyeztünk el. Ezeknek a 
rekombinációs pontoknak a szekvenciaszint  helyét nem határoztuk meg, csak azt tudjuk, 
hogy mely markerek között történhetett a rekombinációs esemény az adott növényekben (a 
„k” típusú növénynél az U189 és a 69M14TR, a „h” típusúnál CycMs3 és a 22D10_1 között). 
Az azonosított BAC klónok között találhatóak olyanok, melyeket a nemzetközi Medicago 
Genom Project keretén belül már részben vagy egészében megszekvenáltak, és ezek a 
szekvencia adatok az interneten keresztül hozzáférhet ek. Ezek közé tartoznak 17C11 
(AC125390), 31D24 (AC138130), 24B4 (AC149489), 7K2 (AC144340), 22D10 (AC148340) 
és a 13D14 (AC170856) klónok. A kontigban található többi BAC klón egy részének ismertek 
voltak a végszekvenciái. Összefoglaláslént elmondhatjuk, hogy az MsDwf1 gént tartalmazó 
genetikai régiót végül a BAC alapú markerek segíségével lesz kítettük az U189 és a 22D10_1 










































7. ábra: A: Az MsDwf1 kontig és a régió genetikai térképe. A: Vízszintes vonalak: BAC klónok; vízszintes szürke vonal: szekvenált BAC 
klónok; vízszintes szaggatott vonal: az mte1 BAC könyvtárból származó klón; fekete pont: a szomszédos klón(ok)kal átfed  BAC klón 
végszekvenciák; üres kör: BAC klón végek, melyekre primereket terveztünk, hogy újabb klónokat azonosítsunk; szaggatott függ leges vonalak: 
a határmarkerek, az MsLe és CycMs3 markerek helyzete a kontig klónjain. B: Az M. sativa MsDwf1 régió genetikai térképe a kontig klónjairól 
generált molekuláris markerekkel. Az X-ek rekombinációs pontokat jelölnek. 
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4. 4. Jelölt gén keresése a fenotípus jellemz ib l kiindulva 
4. 4. 1. Az MsDwf1 és a Mendel-féle Le lókusz szintenikus régióba térképez dnek  
 
A másik irányvonal, amin elindultunk azon alapult, hogy az irodalomban korábban 
közölt törpe növények fenotípusát összevetettük az MsDwf1- növényekével. A korábban 
tárgyalt pozitív GA teszt és a negatív oltási eredmények alapján úgy gondoltuk, hogy az 
MsDwf1- fenotípus kialakításáért nagy valószín séggel a bioaktiv GA bioszintézis egyik 
kés i génjének a mutációja lehet a felel s. Az MsDwf1- növények „semidwarf” fenotípusának 
az irodalomban közölt mutánsokhoz, így a borsó le mutánshoz mutatott nagymérv  
hasonlósága miatt került vizsgálataink középpontjába a hajtásokban a terminális lépést 
katalizáló gibberellin 3- -hidroxiláz gén, mely a borsóban a GA20 GA1 átalakulást 
katalizálja. A gént borsóban a hármas kapcsoltsági csoportba térképezték. A borsó hármas 
kapcsoltsági csoportjának ez a része, a munkánkkal id rendileg párhuzamosan a 
csoportunkban folytatott térkép-összehasonlító vizsgálatok alapján, megfeleltethet  a 
Medicago fajok kettes kapcsoltsági csoportjának azon régiójával, ahova az MsDwf1 lókusz 
térképez dött (8. ábra; Kaló és mtsai., 2004). Mindez arra utal, hogy az MsDwf1 gén a borsó 
Le génjének ortológja lehet. A továbbiakban ezt az állítást használtuk 
munkahipotézisünknek. Annak tisztázására, hogy az általunk vizsgált mutáns diploid M. sativa 
növények esetében is a gibberellin 3- -hidroxiláz enzimet kódoló gén (GA3ox) mutációjáról 
van-e szó, megvizsgáltuk ennek a génnek a Medicago ortológjait. 
A M. truncatula esetében kiterjedt szekvencia adatbázisok állnak a rendelkzésünkre, 
ezért el ször ebb l a fajból kerestük meg a megfelel  gént. Mivel a borsó Le génjének 
szekvenciája már meghatározott, és a borsó gének szekvenciája általánosságban nagymérték  
hasonlóságot mutat a M. truncatula génekével, így ezt használtuk fel arra, hogy homológ TC 
(cDNS szekvenciákból összeállított Tentative Consensus) szekvenciát keressünk. BLASTn 
kereséssel azonosítottuk a M. truncatula TC adatbázisból a borsó Le génjével nagy 
hasonlóságot mutató TC97820-t, illetve a M. truncatula BAC szekvencia adatbázisból a 
megfelel  genomi régiót tartalmazó részben már megszekvenált mth2-7K2 (AC144340) BAC 
klónt. Az azonosított TC szekvencia nem fedte le az egész gént, a gén 3' végének 
meghatározásához szükség volt a 7K2 BAC klón két darabjának összekötésére. Ezt a feladatot 
az adott BAC klón megfelel  régiójának szubklónozásával és szekvenálásával oldottuk meg. 
Ezután a genomi szekvenciát tartalmazó mth2-7K2 BAC klón TC97820 utáni szakaszát 
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illesztettük fehérje szinten a borsó Le génhez, és ennek alapján prediktáltuk meg a gén 




















8. ábra: A borsó (Pisum sativum) hármas és a Medicago fajok kettes kapcsoltsági 
csoportjának szintenikus részei. A sárga körök a telomereket jelölik, a kett svonal arra utal, 
hogy a kapcsoltsági csoport abban az irányban még folytatódik. Az ábra a Kaló és mtsai. 
(2004) illetve Seres Andrea még nem közölt munkája alapján készült. Az MsLe markert a 
borsó PsGA3ox gén M. truncatula megfelel je alapján készítettük és térképeztük a M. sativa 
populáción. A markerek távolságának ábrázolása hozzávet leges méretaránnyal készült 
különböz  populációkban tapasztalt rekombinációs gyakoriság alapján. 
 
A gén az 5' nemtranszlálódó (UTR) régió után két exont tartalmaz, ezekre intront 
közrefogó primerpárt (9. ábra MtLe_1u/1d) terveztünk, mely segítségével a M. sativa 
populáción térképeztünk. Eredményeinket összevetettük a fent leírt finomtérképezés és a 
genomséta eredményeivel, és azt tapasztaltuk, hogy a kapott molekuláris marker (MsLe) 
tökéletesen koszegregált MsDwf1-el, azaz a törpeség lókuszával az 1031 egyedes kiterjesztett 
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populációban. A mth2-7K2 BAC klón pedig beilleszthet  az MsDwf1 régiónak megfelel  M.
truncatula kontigba, és átfed a CycMs3-at tartalmazó BAC klónnal (7. ábra). Tehát az MsLe 
markerrel megjelölt gén genetikai és fizikai értelemben is a fenotípust kialakító MsDwf1 
lókuszba esik. 
Mivel a gén a Medicago fajok abba a genomi régiójába térképez dik, ami a borsó 
gibberellin 3- -hidroxiláz (Le) génjét tartalmazó régióval szintenikus (8. ábra), és a M. 
truncatula és a borsó gén szekvenciája nukleotid szinten is nagy mértékben hasonló, a 
továbbiakban a Medicago fajoknak ezt a génjét a borsó Le gén ortológjának tekintettük és a 
továbbiakban a M. truncatula génre az MtLe elnevezést alkalmaztuk. 
 
4. 4. 2. M. sativa GA3ox allélok analízise 
 
Feltételeztük, hogy az MsDwf1- növényekben a borsó le növényekhez hasonlóan a 
gibberellin 3- -hidroxiláz gén olyan mutációt hordoz, ami az enzim m köd képességét 
károsan befolyásolhatja, így a bioaktív GA1 mennyiségének lecsökkenését eredményezheti a 
hajtásokban, a törpe fenotípus pedig ennek a következménye. A hipotézis els  felének 
igazolására MtLe szekvencia alapján tervezett primerek segítségével amplifikáltuk, klónoztuk 
és megszekvenáltuk a heterozigóta apanövény (Mcw2) vad típusú MsDwf1 és mutáns msdwf1 
allélját és a populációban el forduló anyai (Mqk93) allélt az Mcw2 öntermékenyített és az F2 
populáció homozigótáiból. Az alkalmazott primerpárok helyzetét a 9. ábrán mutatom be a 
hibridizációs kísérlethez szükséges MtLe_5u/5d kivételével, melyet csak az apai allél 
esetében használtunk fel a szekvenáláshoz (12. ábra). A primerek egyéb adatait a Függelék 4. 
táblázata tartalmazza. Az átfed  amplifikátumot adó primerpárokra részben azért volt 
szükség, mert a gén túl hosszú ahhoz, hogy normál PCR reakcióval egy darabban 
amplifikáljuk, illetve szekvenáljuk. Másrészt az el z  fejezetben említett TC szekvencia nem 
fedte le teljes egészében a gént, az mth2-7K2 BAC klón ezen szakasza pedig nem volt 
megszekvenálva. Az MtLe_6u/6d primerpárra azért volt els dlegesen szükség, hogy a gén 3’ 
végének szekvenciáját is meghatározhassuk a M. truncatula mth2-7K2 BAC-ról. Hasonlóan 
az MtLe_1u/1d primerpárhoz, melyet térképezési céllal terveztünk, az MtLe_6u/6d primerpárt 
is felhasználtuk allélszekvenáláshoz.  
Mivel a M. truncatula és a M. sativa DNS struktúrgénen kívüli szekvenciája jobban 
eltér, így a M. truncatula alapú primerekkel csak az 5’-UTR régió egy részét, a struktúrgén és 
az intron szekvenciáját tudtuk meghatározni a M. sativa növényekb l. A gén terminátor 
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régiójának szekvenálására terveztük az MtLe_8u/8d primereket, azonban ezekkel nem sikerült 
M. sativa DNS-en amplifikálnunk. Az MtLe_3u/3d primerpárral a promóter régiót céloztuk 
meg. Ez utóbbiakkal a Mqk93 anyanövény esetében a struktúrgén el tti szakaszról is 
nyertünk szekvencia információt. Az Mcw2 alléloknál az 5’-UTR régió egy darabját az 
Mqk93 szekvencia alapján tervezett MsUTR és az MtLe_7d primerekel sikerült 
amplifikálnunk. Az a megfigyelésünk, hogy a M. truncatula alapú primerek jobban m ködnek 
a Mqk93 növény esetében, mint a Mcw2-n, alátámasztja azt a megfigyelést, hogy a M. sativa 
ssp. quasifalcata genetikailag közelebb áll a M. truncatulá-hoz, mint a M. s. ssp. coerulea 
(Csanádi és mtsai., 1994). Az UTR régió ismert szekvenciájú szakaszán nem tapasztaltunk 















9. ábra: Az allélszekvenáláshoz az MtLe génre tervezett primerek. 
 
Az így nyert nukleotid szekvenciákat a GeneBank adatbázisban az EF121424, 










2. táblázat: DNS és fehérje szint  különbségek a diploid M. sativa és M. truncatula GA3ox 
allélek kódoló régióiban. A táblázat rózsaszínnel jelölt része az allélek közötti bázispár, kék 
része az aminosav különbségek számát mutatja. : 18 bp-os deléció; *: a deléciónak 
megfelel  6 aminosav kiesés. 
 Mqk93 Mcw2 vad típusú Mcw2 mutáns Mt vad típusú 
Mqk93  4 5 34 és a  
Mcw2 vad 
típusú 
2  1 34 és a  
Mcw2 mutáns 3 1  35 és a  
Mt vad típusú 9 és a * 9 és a * 10 és a *  
 
A heterozigóta, MsDwf1+ apanövény (Mcw2) vad típusú és mutáns allélját, valamint az 
anyai homozigóta szekvenciákat nukleotid és aminosav szinten összehasonlítottuk. Ezek 
illesztése olyan nukleotid szekvencia különbségeket fedett fel, melyek aminosav cseréket 
okoztak (Függelék 15. ábra, 10. ábra, 2. táblázat). Az Mcw2 növény két allélja csak a 
Gly126Asp pontban tér el egymástól. Az az apai vad típusú allél, ami nem örökl dött a 
térképez  populáció egyedeibe, ebben a pozícióban egy semleges, rövid, apoláros oldallánú 
Gly-t kódoló kodont tartalmaz, míg a mutáns allélban nem homológ aminosavcsere történt 
egy nagyobb térigény , poláris oldalláncú aszparaginsavra. Ha a térképez  populációban 
el forduló GA3ox gén allélek szekvencia különbségeit hasonlítjuk össze, azok lehetnek olyan 
allélikus eltérések, melyek nincsenek hatással a feltételezett enzim m ködésére, illetve 
lehetnek olyan mutációk, melyek nagyban befolyásolják a génr l termel d  fehérje 
m ködését. A mi esetünkben a struktúrgén mutáns apai és a térképez  populációban 
megtalálható anyai változata nukleotid szinten öt helyen tér el egymástól, ezek közül egy 
szubsztitúció nem okozott aminosavcserét. A 3. táblázatban látható Ile60Val homológ 
aminosav cserének számít. Ez az aminosav csere feltételezhet en nem befolyásolja a fehérje 
m ködését. A másik két pozícióban (Arg255Gly, Gly126Asp) nem homológ aminosavcsere 





3. táblázat: Különböz  fajok GA3ox fehérjéjében tapasztalt olyan aminosav különbségek, 
melyek törpe fenotípust okoznak (vastag bet vel jelölt), illetve az Mqk93 és Mcw2 allélok 
között tapasztalt különbségek. Az Mcw2 mutáns allélben talált különbséget pirossal jelöltük. 
Mqk93 allélnek megfelel  
pozíciók 
60 126 222 232 255 279 
Mqk93 I G C A R H 
Mcw2 vad típus V G C A G H 
Mcw2 mutáns V D C A G H 
M. truncatula V G C A R H 
Pisum sativum vad típus V G C A R H 
P. sativum le-3 mutáns V G C A R Y 
P. sativum le and led mutáns V G C T R H 
Populus tremula V G C A K H 
A. thaliana vad típus L G C A R H 
A. thaliana ga4 mutáns L G Y A R H 
At1g80330 V G C A R H 
 
A M. sativa, M. truncatula, Pisum sativum, Populus tremula, Arabidopsis thaliana 
GA3ox fehérje szekvenciák és mutáns alléljaik, valamint a 3- -hidroxilázok családjának egy 
távolabbi tagjának (A. thaliana At1g80330) aminosav illesztése azt is megmutatja, hogy 
melyek azok az aminosav cserék, melyek er sen konzervált pozíciókban történtek (126, 222, 
232 és 279 pozíciók a 3. táblázatban). Ezek nem-konzervatív cseréje mutáns fenotípust 
eredményezett a különböz  fajok esetében. A 60-as pozíció konzervatív cseréje 
feltételezhet en nincs nagy hatással a fehérje funkcióra. Az msdwf1 allél esetében a 
Gly126Asp csere invariáns aminosav cseréjének számít más típusú aminosavra. Ez és az a  
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G a w2 allélokban
V a w2 allélokban

















10. ábra: a Medicago sativa k93 (Mqk93), Pisum sativum (AAB65829), Populus tremula (AAR12160), Arabidopsis thaliana (NP_173008) 
gibberellin 3- -hidroxilázok és a dioxigenázok közé tartozó A. thaliana vasköt  enzimnek (NP_178149) fehérje szint  illesztése 
(ClustalW). Az Mqk93-mal megegyez  aminosavakat fekete háttérrel jelöltük. Az ábrán láthatóak a borsó le, az Arabidopsis ga4 mutáns és az 
Msw2 növényekben található aminosav szint  eltérések. A csillagok és a keresztek olyan konzervált aminosavakat jelölnek, melyek a 2OG-
Fe(II) dioxigenáz szupercsalád tagjaiban a vas illetve oxoglutarát kötésben vesznek részt. 
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tény, hogy a GYG motívum az enzimcsalád egyéb tagjaiban is konzervált (10. ábra), 
alátámasztja a feltételezésünket, hogy a Gly126 aminosav valamilyen fontos szerepet tölthet 
be az enzim m ködésében vagy stabilitásában, cseréje lecsökkentheti az enzim 
funkcióképességét. Figyelembe véve mindezt, és hogy ez az egyetlen különbség a Mcw2 
növény két allélja között, úgy gondoljuk, hogy ez a mutáció felel s az MsDwf1- fenotípusért. 
A gibberellin 3- -hidroxiláz Gly126Asp mutációján kívül tárgyalt egyéb különbségek 
valószín leg nem befolyásolják dönt en a fehérje m köd képességét, allélikus eltéréseknek 
tekinthet k. 
A GA3ox fehérjék a 2-oxoglutarát és Fe(II) -függ  dioxigenázok családjába tartoznak, 
így a család többi tagjával vannak közös motívumaik. Ha a megszekvenált M. sativa allélek 
aminosav szekvenciáit illesztjük más fajok GA3ox génjéhez, illetve a 2-oxoglutarát-függ  
dioxigenáz enzimcsalád más tagjaihoz, azt tapasztaljuk, hogy a Medicago fajokban vizsgált 
gén aminosav szekvenciáján megtalálhatóak a 2-oxoglutarát-függ  dioxigenázokra jellemz  
motívumok, mint a Fe 2+-köt  motívum (His-234, Asp-236, His-291) és a 2-oxoglutarát-köt  
motívum (10. ábra).  
A gibberellin 3- -hidroxiláz gén több mutációját leírták borsóból és Arabidopsis-ból. A 
le, le-3 és ga4 mutációk hatását valószín leg az adja, hogy közel vannak az enzim aktiv 
részéhez. Az msdwf1 esetében ett l a motivumtól a szekvenciában viszonylag messze, a 
peptid 126. aminosavában történt csere. Ugyanebben a pozícióban a Gly konzervált több 
növényfaj és a 2-oxoglutársav (2OG) és Fe(II)-függ  oxigenáz szupercsalád egyéb tagjai 
között is, ám a pontos funkciója jelenleg még nem tisztázott, de eredményeink alapján nagy 
szerepe lehet a fehérje stabilitásában és/vagy enzim funkciójának kialakításában.  
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11. ábra: Különböz  fajok gibberellin 3- -hidroxiláz aminosav szekvenciáinak filogenetikai 
öszehasonlítása. Medicago sativa ssp. quasifalcata k93 (ABP37818), Medicago truncatula 
(mth2_7K2 BAC klón szekvenciája alapján prediktált aminosav szekvencia; AC144340), 
Pisum sativum (AAC49792), Populus tremula (AAR12160), Solanum lycopersicum 
(BAA34124), Nicotiana tabacum (BAA89316), Lactuca sativa (BAA37129), Oryza sativa 
(OsGA3ox1 BAB62073 és OsGA3ox2 BAB62072) és Arabidopsis thaliana (GA4;
At1g15550). Három további Arabidopsis gibberellin 3- -hidroxiláz fehérje (At1g80340, 
At4g21690, At1g80330 – AtGA3ox2-4) szintén szerepel a vizsgálatban. A filogenetikai fa a 
teljes aminosav szekvenciákból ClustalW programmal el állított illesztésb l készült. 
 
Filogenetikai analízist végeztünk különböz  fajokból származó fehérjeszekvenciákkal 
annak érdekében, hogy a bizonyos fajokban kisebb géncsaládokat alkotó GA3ox gének között 
el tudjuk helyezni a M. sativa fehérjét kódoló gént (11. ábra). A vizsgálatból kit nik, hogy az 
Arabidopsis és a rizs esetében a géncsalád tagjai egymással nagyobb hasonlóságot mutatnak, 
mint a többi faj gibberellin 3- -hidroxiláz génjeivel. Az izolált M. sativa gén aminosav 
szinten az Mtle fehérjén kívül (97% egyezés) a legnagyobb hasonlóságot az evolúciós 
közelségüknek megfelel en a borsó Le (gibberellin 3- -hidroxiláz) fehérjével mutatja (89%). 
 
4. 4. 3. A Le gén ortológok kópiaszámának vizsgálata Medicago fajokban 
Általánosságban elmondhatjuk, hogy azokban a génekben bekövetkezett mutáció, 
melyekb l a genomban egyetlen kópia található, gyakrabban okoznak fenotípusos elváltozást, 
mintha a génnek több másolata létezik a genomban. Tehát ha a vizsgált gibberellin 3- -
hidroxiláz szekvenciája csak egy példányban van jelen a M. sativa genomban, ez egy újabb 
utalás lehet arra nézve, hogy valóban a talált mutáció okozta az MsDwf1- fenotípust. Annak 
eldöntésére, hogy létezik-e a Medicago fajok genomjában másik kópiája a vizsgált génnek, 
 
 66
DNS-DNS hibridizációs kísérletet terveztünk. A kísérletben mindkét közel rokon Medicago 
faj genomi DNS-ét vizsgáltuk. 
Próbaként a 12. ábra A. részében látható MtLe_5u/5d primerpárok a struktúrgén nagy 
részét lefed  amplifikátumát használtuk. A próbát M. truncatula A17 DNS-éb l 
amplifikáltuk. A hibridizációs kép egyszer bb kiértékelése érdekében els dlegesen olyan 
restrikciós endonukleázt kerestünk, melynek a génben nem, míg a gén végeihez közel 
található hasítóhelye. A M. truncatula esetében a 7K2 BAC-on, a vizsgált gén környezetében 
kerestünk restrikciós endonukleáz hasítóhelyeket. A DraI hasítóhelyei egy 2,35 kb-os 
fragmentet adva közvetlenül közrefogják a génb l próbaként használt szekvenciát. Így egy 
DraI fragmenten csak egy GA3ox gén fér el. Az EcoRI és HindIII használatakor a génnél 
jóval nagyobb méret  fragment hibridizációs jelét vártuk (12. A ábra). 
A M. sativa esetében nem állt rendelkezésünkre a génb l próbaként használt szakasz 
környezetéb l hosszabb egybefügg  szekvencia információ. Tehát a M. sativa növények 
esetében a M. truncatulá-nál említett feltételekb l csak azt vettük figyelembe, hogy a génben 
ne legyen meg a kiválasztott enzim hasítóhelye. Kivéve a DraI esetében, ahol az anyai 
allélnál az 5’-UTR régióban a struktúrgént l upstream 28 bp távolságra hasítóhelyet találtunk. 
EcoRI és HindIII enzimek a M. sativa alléleket sem hasítják. 
Kísérleteinkhez ezért tehát az el bb említett enzimekkel (DraI, EcoRI, HindIII) 
emésztettük meg a M. truncatula A17 ökotípusának és a M. sativa szül knek a DNS-ét. 
Egyetlen er s jelet kaptunk mindhárom enzimmel végzett kísérletben a M. truncatula A17 
sávjában, a kapott jel minden esetben megfelelt a várt hibridizáló fragment méretnek. 
A próba egy-egy er s hibridizáló DraI fragmentet mutatott ki a M. sativa szül kb l, 
azonban a HindIII-nál mindkét M. sativa alfajnál, az EcoRI-nél csak Mqk93-nál két-két 
hibridizációs jelet kaptunk. Ennek oka allélizmus, a szül k heterozigótasága lehet. A két szül  
keresztezéséb l származó utód növények hibridizációs mintáit vizsgálva látható, hogy a 
HindIII esetében a szül k az egymással egyforma méret , ~13 kb-os fragmentjeiket 
örökítették át, itt tehát nem detektálhattunk az F2 populációban polimorfizmust. A DraI-nél és 
az EcoRI-nél RFLP polimorfizmust láthatunk. A próba az anyai homozigótáknál egy ~5 kb-os 
EcoRI és egy ~2,1 kb-os DraI, az apai homozigótáknál egy ~6 kb-os EcoRI és egy ~2,65 kb-
os DraI hibridizáló fragmentet azonosít (12. B ábra). A próba csak egy, olyan méret  DraI 
fragmentet azonosít mindkét Medicago faj esetében, amin csak egy GA3ox gén fér el. A gént 
a talált RFLP polimorfizmus alapján térképeztük az F2 alap térképez  populáció kiválasztott 
növényein illetve a kiterjesztett populáció rekombináns növényein is. Ebben a kísérletben a 
kapott hibridizációs mintázat koszegregált a törpe fenotípussal. Figyelembe véve, hogy 
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mindhárom restrikciós endonukleáz esetében a hibridizációs kísérletben egy-egy jelet kaptunk 
a térképez  populáció a vizsgált régióban homozigóta egyedeiben, és az EcoRI-nél és DraI-
nél tapasztalt RFLP polimorfizmus koszegregált MsDwf1-gyel, a vizsgált GA3ox gén nagy 




















1. ex.   intron 2. ex.
 
 
12. ábra: A: Az MtLe gén és környékének HindIII, EcoRI, DraI hasítási térképe a 7K2 BAC 
klón szekvenciája alapján. Adott enzimnél a próbának használt szakaszhoz legközelebbi 
hasítóhelyeket tüntettük fel. 5u/5d: A hibridizációs kísérlet próbáját amplifikáló primerpár. 
B: DNS-DNS hibridizáció MtLe génnel: M. truncatula (A17), M. sativa szül i (M. s. 
coerulea w2, M. s. quasifalcata k93) és az F2 növények genomi DNS-ének HindIII, EcoRI és 





Azt a feltételezésünket, hogy a vizsgált GA3ox gén az MsDwf1 régión kívül nem 
rendelkezik másik kópiával a diploid M. sativa alfajok esetében, a korábban ismertetett 
amplifikációs kísérletek is alátámasztották. Ugyanis minden, a génre tervezett primerrel csak 
egy fragmentet kaptunk a homozigóta M. sativa növényeken, és egy lókuszt azonosítottunk a 
térképezés során. Ezzel azonban nem zártuk ki, hogy az MsDwf1 régión belül létezhet még 
másik kópia a génb l, azaz több egyforma méret  restrikciós fragmentet adó, a gént 
tartalmazó szakasz. A kérdés tisztázására M. truncatula esetében a Dwf1 kontig BAC klónjain 
a génre tervezett Mtle_4u/4d primerekkel amplifikációt végeztünk. A kísérletben a 7K2 és 
24L11 klónokat leszámítva nem kaptunk amplifikátumot. Ez a két BAC klón egymással átfed, 
és ezeken található MtLe, a szekvencia alapján egy kópiában. Tehát a PCR és a hibridizációs 
kísérletek alapján kijelenthetjük, hogy a GA3ox génb l csak egy kópiát tudtunk kimutatni M. 
truncatulá-ból. Azonban nem zártható ki, hogy a Medicago fajok genomjában el fordulhat 
ett l a gént l nukleotid szinten relatív eltér , de hasonló enzim aktivitású génterméket kódoló 
gén.  
Több növényfaj, így például az Arabidopsis esetében is több gibberellin 3- -hidroxiláz 
aktivitású fehérjét kódoló gént izoláltak már, ezek a gének a megszokott körülmények közötti 
DNS-DNS hibridizációs kísérletben nem mutatnak kereszthibridizációt, nukleotid 
szekvenciájuk meglehet sen eltér ; funkcionális redundanciáról van szó. A géncsalád tagjai 
különböz  funkciójuk mellett kis mértékben egymás feladatát is elláthatják. Ezzel 
magyarázható a le és ga4 mutánsok „leaky semidwarf” fenotípusa (Mitchum mtsai., 2006), 
mely nagymértékben hasonló az MsDwf1- fenotípushoz. Lehetséges, hogy a Medicago fajok 
esetében is léteznek más GA3ox gének. Erre utal az MsDwf1- fenotípus „semidwarf” jellege, 
de a szártagnövekedésben a legnagyobb szerepe az általunk azonosított génnek lehet. 
Végeztünk blast alapú homológia kereséseket a rendelkezésünkre álló M. truncatula genomi 
szekvencián az Arabidopsis thaliana GA3ox génekkel, de nem sikerült egyértelm en jelölt 
géneket keresnünk a feltételezett egyéb GA3ox aktivitású fehérjék génjeire. Ez azonban nem 
jelenti azt, hogy nem léteznének ilyen gének, mivel nem teljes még a M. trucatula genomi 
szekvenciája, illetve nem biztos, hogy az Arabidopsis-szal olyan szint  az illet  gének 




4. 4. 4. Az msdwf1 mutáns allél tesztelése Arabidopsis heterológ rendszerben 
 
Az eddigiekben leírt kísérleti eredményeink arra utalnak, hogy az MsDwf1- növények 
törpe fenotípusát a bioaktív gibberellin bioszintézisében résztvev  gibberellin 3- -hidroxiláz 
enzim (GA3ox) génjének mutációja okozza. Ennek az állításnak a bizonyítására általában 
komplementációs kísérletet végeznének, ahol a mutáns növénybe bejuttatják a jelölt gén vad 
allélját, és a mutáns fenotípus vad típusúvá alakulása bizonyítja a gén azonosságát a 
keresettel. Ennek megfelel en a törpe lucerna növények genetikai komplementációja 
bizonyítaná a GA3ox gén azonosságát. Az irodalomban találhatunk példát arra, hogy bizonyos 
diploid Medicago alfajok genetikai transzformációja lehetséges (Trinh és mtsai., 1998). A 
diploid MsDwf1- lucerna növények azonban kísérleteink során nem bizonyultak 
embriogénnek, így nem tudtunk transzgenikus növényeket el állítani. Egy másik út lehet a 
kerül  transzformáció. Ehhez a transzgént egy jól transzformálható tetraploid lucernába 
(RegenSY) transzformáltuk, majd az MsDwf1- növényekkel keresztezve, és az utódokat 
öntermékenyítve olyan transzgenikus növényt szerettünk volna nyerni, ami a GA3ox génre 
nézve homozigóta állapotban hordozza az MsDwf1- növényekre jellemz  allélt. Azonban 
több ezer keresztezési kísérlet során sem sikerült hibrid növényt kapnunk a transzgénikus és a 
törpe növényekkel. 
 
4. 4. 4. 1. Arabidopsis thaliana transzformáció 
 
Az el z  fejezetekben ismertetett kísérletek nem szolgáltatnak közvetlen bizonyítékot 
annak a tekintetében, hogy a leírt mutáns allélról valóban nem képz dik vad típusú 
aktivitással rendelkez  enzim. Az utóbbi feltevésünk igazolására transzformációs kísérletet 
terveztünk, melyben a vad fenotípusú Medicago truncatula GA3ox génjét (MtLe) tartalmazó 
és egy olyan konstrukciót (MsLehi) hasonlítottunk össze, amiben a struktúrgén dönt  részét 
kicseréltük az MsDwf1- növényb l származó (Mcw2 mutáns) alléllal. Azért használtuk a M.
truncatula gént és a környezetét az összehasonlításhoz, mivel nem állt rendelkezésünkre a M.
sativa gének környezetének genomi szekvenciája, és így a szabályozó régiók. Az MsLehi 
konstrukcióban a struktúrgén azon részét cseréltük ki, ami szekvenciában eltérést mutat az 
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13. ábra: A: A mutáns M. sativa GA3ox allél vizsgálata Arabidopsis transzformációs 
kísérletben. A növények balról jobbra: törpe ga4 mutáns; vad típusú A. thaliana. Landsberg 
erecta; 1- MtLe konstrukcióval, 2- MsLehi konstrukcióval transzformált ga4 növények T2 
(transzgént szegregáló) nemzedékének tagjai. A különböz  számok egy-egy transzformáns 
vonal tagjait jelölik. B: A transzgén jelenlétének kimutatása DNS szinten a fenti növényekb l 
MtLe_4u/4d primerpárral. A T a törpe T2 növényeket jelöli. 
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Az MtLe konstrukció a GA3ox gént saját, a M. truncatulából származó promóter és 
terminátor régióval együtt tartalmazza. Ez a gén egy a törpeségre nézve vad típusú növényb l 
származik. Mivel a M. truncatula esetében rendelkezésünkre áll a gén környezetéb l nagyobb 
összefügg  genomi régió szekvenciája, a konstrukció összeállításánál a start kodontól 
upstream 1742 bp, a stopjelt l downstream 800 bp-nyi DNS szakaszt együtt tudtunk klónozni 
a struktúrgénnel. Ezek a szakaszok feltételezhet en tartalmazzák a gén alapvet  szabályozó 
régióit. Ezt a konstrukciót hasonlítottuk össze azzal, ahol a struktúrgént kicseréltük az Mscw2 
msdwf1 alléljáéval. Abból indultunk ki, hogy ha a kétféle konstrukció között 
komplementációs képességükben különbséget tapasztalunk, az bizonyíthatja azt a 
feltevésünket, hogy az msdwf1 olyan mutáns allél, amir l egy csökkent m köd képesség  
enzim termel dik. 
Mindkét konstrukciót az Arabidopsis ga4 mutáns növényekbe transzformáltuk 
Agrobacterium tumefaciens rendszer segítségével. A transzformációs hatékonyság 1-4% 
között volt. A kanamicin rezisztens T1 növényekr l magot fogtunk (öntermékenyülés után), 
és az egyes T2 populációkat külön-külön vizsgáltuk. Azt vizsgáltuk, hogy tapasztalunk-e 
különbségeket a transzformáns és a transzgént a szegregálás következtében nem tartalmazó 
T2 növények méretében a különböz  populációkban. A vizsgált MtLe konstrukcióval 
transzformált populációk nagy részében kaptunk olyan növényeket, amik a vad típusú 
Landsberg erecta növényekhez hasonló méret ek voltak. A vizsgált tíz kanamicin rezisztens 
T1 növény öntermékenyített populációi közül egy esetben minden T2 utód törpe volt, ezt a 
transzgén beépülésének pozícionális hatásaként értékeltük. Azokban a családokban, ahol a 
törpe növények között megjelentek vad típusú növények is, a transzgén jelenléte, melyet a M.
truncatula GA3ox génjére specifikus MtLe_4u/4d primerekkel PCR reakcióban mutattunk ki, 
koszegregált a vad típushoz hasonló fenotípussal.  
Ezzel ellentétben az MsLehi konstrukcióval transzformált családok esetében nem 
tapasztaltuk a transzformáns növények magasságának szignifikáns eltérését a transzgént nem 
tartalmazó törpe mutáns ga4 növényekt l (13. ábra). Amennyiben mindkét konstrukció 
funkcióképes, és megtörtént az átírás, majd a megfelel  fehérje képz dése, akkor ez az 
eredmény újabb alátámasztását jelenti annak, hogy a vizsgált GA3ox gén az MsDwf1- mutáns 




4. 4. 4. 2. A transzgén expressziójának kimutatása 
Annak a kérdésnek a megválaszolására, hogy a transzgenikus Arabidopsis ga4 mutáns 
növényekben valóban képz dik-e a transzgénr l mRNS reverz transzkripciós kísérletet (RT-
PCR) terveztünk. Ehhez a korábban ismertetett MtLe_4d primerrel szembe egy exon-exon 
kapcsolódási pontra es  primert (Le_exex) terveztünk. Ezzel ki akartuk zárni, hogy az RNS 
tisztításnál szennyez désként jelen lév  DNS-r l is történhessen amplifikáció. A reverz 
transzkripció bels  kontrolljaként a Sáfrány és munkatársai (2008) által tervezett Arabidopsis 
Chs primereket használtuk.  








14. ábra: A transzgén expressziójának kimutatása a transzformáns növényekb l. Fent a 
M. truncatula specifikus primerekkel, középen az Arabidopsis chalcon szintáz génre tervezett 
primerekkel végzett RT-PCR reakciók gélképét láthatjuk. Az ábra alján az összRNS minták 
ellen rz  futása látható. Ler: A. thaliana. Landsberg erecta; ga4: törpe mutáns; 1- MtLe 
konstrukcióval, 2- MsLehi konstrukcióval transzformált ga4 növények.-RT: az 1/1RNS 
mintával végzett PCR; D90DNS, D90cDNS: törpe M. sativa növény DNS-én illetve cDNS-én 
végzett PCR. 
 
A transzgénikus növényekb l sikerült kimutatnunk a transzgénr l képz dött mRNS-t 
(14. ábra). Ez arra utal, hogy a kétféle konstrukciót tartalmazó növények közötti 
méretkülönbség valóban annak tudható be, hogy az MsDwf1- növényekb l származó allél 
nem képes komplementálni a ga4 növények fenotípusát, tehát olyan mutációt tartalmaz, ami 





Célunk a diploid lucerna térképez  populációjában (Kiss mtsai., 1993) leírt törpe 
fenotípusért felel s gén (MsDwf1) azonosítása volt. A fenotípusért felel s gén azonosítását 
többféle irányból kíséreltük meg, egyrészt a térképezésen alapuló klónozás módszerével, 
másrészt a jelölt gén felöli megközelítéssel. Az el bbi irányvonalon els  célunk a minél 
közelebbi határmarkerek azonosítása volt. Ennek érdekében megnöveltük a M. sativa 
alaptérképez  populáció egyedszámát, így lehet vé vált egy a korábbinál részletesebb térkép 
készítése. A fenotípust, mint monogénes tulajdonságot el zetesen egy 138 egyedes 
populáción a kettes kapcsoltsági csoport egyik végére térképezték. A kiterjesztett populáció 
segítségével pontosítottuk és lesz kítettük az MsDwf1 lókuszt tartalmazó régiót, és közelebbi 
határmarkereket azonosítottunk. 
A M. truncatula Genom Project szolgáltatta szekvencia adatbázisra (BAC klón 
szekvenciák, BAC végszekvenciák), és a BAC klónok HindIII emésztéses fingerprinten 
alapuló kontig adatbázisára támaszkodva - az adatok rendszeres visszaellen rzése mellett - az 
adott genetikai régióban genomsétát folytattunk. Általánosságban egy fenotípusért felel s gén 
térképalapú izolálásakor a genomséta fázisát a két oldalon található legközelebbi 
határmarkerek közötti régió teljes szekvenciájának meghatározása és annak analízise követi. 
A régióban olyan jelölt gént keresnek, melynek mutáns változata okozhatta a vizsgált 
fenotípust. A mi esetünkben nem a teljes régió szekvenciájából indulva kerestünk jelölt gént, 
hanem a fenotípus jellemz i alapján el térbe került gént vizsgáltuk meg, hogy megtalálható-e 
a régióban. 
A kísérletekben az MsDwf1- fenotípusú növények „gibberellin-responsive” típusú 
mutánsoknak mutatkoztak, exogén GA3 hatására fenotípusuk revertálódott, és a vad 
növekedési fenotípusú növényekhez hasonlóvá váltak. A mutánsok ez a tulajdonsága arra 
utal, hogy a GA bioszintézisben résztvev  egyik enzim génjének mutációja miatt lecsökkent 
a bioaktiv GA mennyisége a hajtásban, és ez okozta a törpeséget. Az MsDwf1- növények 
fenotípusa „semidwarf”-nak mondható, mivel a csírázáshoz nem igényelnek kívülr l adott 
GA-t, és generatív szerveik, valamint gyökerük vad fenotípusú. Ezért azt feltételeztük, hogy 
hasonlóan az Arabidopsis ga4 és ga5 mutánshoz a bioszintézis út valamelyik ent-kaurén 
utáni szakaszában szerepet játszó enzim génjének mutációja okozhatta az MsDwf1- 
fenotípust. A mutáns és vad típusú növényekkel végzett oltási kísérleteinket követ en azt a 
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hipotézist állítottuk fel, hogy valószín leg a bioaktív GA1 képz désének terminális lépése 
érintett a vizsgált törpe mutánsban. 
Borsóban a folyamatot katalizáló gibberellin 3- -hidroxiláz (GA3ox) génnek a 
mutációja okozta a Mendel által tanulmányozott szárhossz különbségek (Le) fenotípusát. A le
törpe mutáns fenotípust többen is térképezték, és a borsó genomjáról elkészült kapcsoltsági 
térképen LG III-ra helyezték (Rameau és mtsai., 1998; Weeden és mtsai., 1998; Irzykowska 
és mtsai., 2001; Ellis és Poyser, 2002). A borsó LG III Le-t is tartalmazó darabját pedig 
génsorrendjében hasonlónak találták a M. sativa LG2 azon részével, ahova MsDwf1 lókusz 
térképez dött (Kaló és mtsai., 2004). Ez arra utalt, hogy Le és MsDwf1 egymás ortológjai 
lehetnek a borsóban és a diploid lucernában. 
Azt a feltételezést, hogy a törpe mutáns lucerna növények fenotípusát ennek a GA3ox 
génnek a mutációja okozta, a növényi teszteken kívül több molekuláris genetikai kísérleti 
eredménnyel is alátámasztottuk. A borsó Le génjével nukleotid szinten is nagy hasonlóságot 
mutató M. truncatula (MtLe) gén fizikai értelemben az MsDwf1 gén izolálásához épített BAC 
kontigban található. A vizsgált gén M. sativa homológja pedig koszegregált MsDwf1 
lókusszal az 1031 egyedes kiterjesztett populációban. 
A Le gént korábban borsóban már többen térképezték, csak kis egyedszámú 
populációval (Lester és mtsai., 1997), így nem határozták meg a pontos genetikai 
kapcsoltságot a gén és a fenotípus között. Mi a gén Medicago sativa ortológját egy nagy 
egyedszámú populáción térképeztük és azonosítottunk egy lókuszt, ami koszegregált a 
vizsgált fenotípussal. Az amplifikációs kísérletek mellett DNS-DNS hibridizációval is csak 
egyetlen lókuszt tudtunk kimutatni. Megvizsgáltuk azt a lehet séget is, hogy az MsDwf1 
régión belül található-e a génnek másik kópiája. Amplifikációs kísérletekkel kizártuk, hogy 
többször fordulna el  a vizsgált gént tartalmazó szakasz az MsDwf1 régión belül a M. 
truncatula esetében. Azt azonban nem zárhatjuk ki, hogy szekvencia szinten jelent sen eltér  
GA3ox gén(ek) létezhetnek még a Medicago fajok genomjában. Ezt a feltételezést támasztja 
alá a fenotípus „semidwarf”, nem teljesen törpe jellege is. 
Meghatároztuk a M. truncatula gén teljes szekvenciáját, illetve a M. sativa térképez  
populációban  el forduló  allélek szekvenciáját. Az anyai és az apai allél öt helyen tér el 
egymástól, ezek közül egy pontmutáció az er sen konzervált 126. aminosav nem-konzervatív 
cseréjét okozta. A populáció azon szül je, ahonnan a mutáns allél ered vad növekedési 
fenotípust mutat, ebben a lókuszban heterozigóta, és a két apai allél között csak az el bb 
említett helyen tapasztaltunk eltérést. Mindez arra utal, hogy a törpe fenotípusért a vizsgált 
GA3ox gén 126. aminosavában bekövetkezett mutáció lehet a felel s. Ez a mutáció egy olyan, 
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a 2-oxoglutarát-függ  dioxigenázoknál konzervált motívumban történt (GYG), melynek a 
pontos szerepe még nem ismert. Így ezek a törpe mutáns növények és az izolált mutáns 
GA3ox allél lehet séget nyújthatnak az enzim m ködésének megismerését célzó további 
kutatásoknak. Arabidopsis transzformációs tesztben hasonlítottuk össze a GA3ox gén 
MsDwf1- növényb l származó allélját a vad típusú M. truncatula génnel. A törpe 
növényekb l származó allél komplementációs képessége nem volt megfigyelhet  szemben a 
vad típusú M. truncatula allélal, ezért úgy gondoljuk, hogy az izolált allél mutációja valóban 
funkcióvesztést okoz a GA3ox fehérje esetében. 
A jelen dolgozatban egy GA3ox gén mutációt vizsgáltunk. A Medicago fajok esetében 
ennek a génnek még nem írták le mutáns változatát és annak fenotípusát. A Noble Fundation 
keretében végzett 17 000 transzpozíciós vonal eddig elkészült határszekvenciáiról (Flanking 
Sequence Tag-FST) közzétett adatbázisban sem szerepel a gén. Tehát a Medicago fajok 
GA3ox fehérjéjének vizsgálatához az MsDwf1- növények alapvet  jelent ség ek lehetnek. 
A korábbi térképösszehasonlítási eredményeknek megfelel en mi is nagyfokú 
hasonlóságot tapasztaltunk a vizsgált régióban a M. truncatula és a M. sativa genom között. 
Kísérleteink alátámasztják a korábbiakban leírt kísérleti eredményeket a Medicago fajok és a 
borsó összehasonlító térképezés terén is. Korábbi cikkükben Kiss és mtsai. (1993) az 
MsDwf1- növényeket a Pauli és Sorensen (1961) által leírt gibberellin-hiányos törpe 
lucernához hasonlítják. Az ebben a dolgozatban tárgyalt eredmények alátámasztják azt a 
korábbi feltevést, hogy az MsDwf1- fenotípus okozója egy GA bioszintézis gén mutációja. A 
M. truncatulá-ból azonosított és az izolált M. sativa GA3ox a borsó Le génjének ortológjai. A 
korábbi és az ebben a dolgozatban leírt eredmények alapján MsDwf1 azonos a vizsgált GA3ox 
génnel.  
Az ebben a dolgozatban ismertetett munka példát jelenthet arra, hogy hogyan 
integrálhatóak a M. truncatula genom projekt és a borsón végzett genetikai kutatások 
eredményei egy M. sativa-n folyó térképalapú klónozási munkával. Az MsDwf1 gén 
azonosítása mellett szintén eredménynek tekinthetjük, hogy létrehoztunk egy olyan genomi 
klónokból álló kontigot, ami a kés bbiekben megkönnyítheti a M. truncatula kettes 
kromoszóma e régiójának tervszer , lehet  leggazdaságosabb szekvenálását. A régió teljes 
szekvenciájának ismeretében lehet ség nyílhat akár más ide térképez d , agronómiailag vagy 





A dolgozatban leírt tudományos munka dönt  része a gödöll i Mez gazdasági 
Biotechnológiai Kutatóközpont Medicago Genetikai Csoportjában készült, ezért 
köszönetemet fejezem ki a Kutatóintézet és ezen belül is a munkacsoport dolgozóinak, akik a 
munka elkészüléséhez elengedhetetlen szakmai környezetet biztosították. Köszönettel 
tartozom Dr Nagy Ferencnek az MBK volt f igazgatójának és Dr. Kiss György Botondnak a 
jelenlegi f igazgatónak, hogy lehet vé tették, hogy az intézetben folyó munkákba 
bekapcsolódjak, és hogy biztosították a kutatáshoz szükséges feltételeket.  
Mindenekel tt is szeretném köszönetemet kifejezni Dr. Kiss György Botondnak, aki 
amellett, hogy a Genetika Intézet Igazgatójaként és F igazgatóként az általános feltételeket 
biztosította a csoport munkájához, senior kutatóként alapvet  szerepet töltött be a tudományos 
kérdésfeltevésben, a munka különböz  fázisait, az eredmények publikálásait hasznos 
tanácsokkal, észrevételekkel segítette. Személyesen köszönöm, hogy a tudományos 
munkámat irányította, és lehet séget adott a tudományos gondolkodásmód elsajátítására. 
A jelen munka el zményéül szolgáló kísérleteket az MTA Szegedi Biológiai Központ 
Genetikai Intézetének Lucerna Genetikai Csoportjában végezték. Köszönetemet szeretném 
kifejezni a kísérleti eredményeik szabad közreadásáért illetve az ismertetett kísérletek alapjául 
szolgáló tudományos munkáért Dr. Kiss György Botondnak, Dr. Kaló Péternek, Dr. Endre 
Gabriellának, Dr. Csanádi Gyulának, Dr. Kereszt Attilának, Dr. Kevei Zoltánnak és Kiss 
Péternek. A térképez  populáció kiterjesztését és kezdeti genotipizálását Báthory Ildikó 
munkájának köszönhetem. 
A kísérleteimet Dr. Kaló Péter és Dr Jakab Júlia, mint csoportvezet k segítsége mellett 
végeztem, támogatásukért és az alapvet  molekuláris genetikai módszerek elsajátításában 
nyújtott segítségükért is köszönettel tartozom nekik. Köszönöm Sask i Anikónak, mint 
szakdolgozónak a genotipizálási munkákban nyújtott segítségét. Külön köszönet illeti 
Petrovics Tündét a csoportunkban tanulmányozott növényi anyag fenntartásában és a 
növényekkel végzett tesztek kivitelezésében nyújtott sokéves kitartó munkájáért, valamint 
Deák Gábort a kísérletek tervezésében és kiértékelésében illetve az ehhez szükséges 
bioinformatikai rendszerek m ködtetésében nyújtott nélkülözhetetlen segítségéért. Emellet 
köszönöm a csoport jelenlegi és volt asszisztenseinek, Ernhoffer Csillának, Karchesz 
Krisztinának, Szívós Istvánné Mártinak és Komláti Lászlóné Marcsinak a nélkülözhetetlen és 
segít kész munkáját.  
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Végezetül köszönöm a családomnak és a barátoknak a felbecsülhetetlen érték  







15. ábra: A M. truncatula gén és a DWF1 (GA3ox) gén M. sativa vad típusú (Msqk93, 
Mscw2 wt) és mutáns (Mscw2 mutant) alléljainak illesztése. A M. truncatula DWF1 gén 
(Mt CDS) szekvenciáját a TC97820 és a mth2_7K2 BAC (AC144340) klón alapján állítottuk 







4. táblázat: A térképezéshez, genomsétához, RT-PCR-hez és allélszekvenáláshoz tervezett primerek. Az utolsó oszlopban tüntettük fel az adott 
primerpárokkal a M. sativa térképez  populációban tapasztalt polimorfizmus típusát. Minden primerpár az OPG4AB_u/d és CycMs3_u/d 
kivételével M. truncatula BAC szekvenciája alapján készült. 
 
Primer név Szekvencia (5' 3') Ta (°C) Funkció 







55 térképezés nem meghatározott hosszkülönbség 
CycMs3_u AACCACCATCCGCAAGAAGTA 
CycMs3_d TAAGCAAGAACCTCCCATAAG 
55 genomséta,térképezés nem meghatározott hosszkülönbség 
24L11_OP_u TTCAGTGGTGACAACA 
24L11_OP_d AGAGCTTTTATCTCCG 
45 genomséta 134 - 
133K8_T7_u ATTGGTGCCCCTGTTATCTTTT 
133K8_T7_d TATCCAACGGTTCTTAGGCTTTAT 
50 genomséta,térképezés 243 SNP (Cel I) 
133K8_OP_u ACCCTCGTCTTTGCTCTTGATT 
133K8_OP_d GCATTTCCTGGATTAGCCTCTC 
50 genomséta 291 - 
2M9_OP_u AATATTATCTTACGTGGTGGTTCT 
2M9_OP_d TTTGCCGAGCTTTCTTTCT 





48 genomséta 410 - 
45F14_TR_u TTAATCCATGTGGGCTATCTTC 
45F14_TR_d TTTCATGCGTTGTTTATTTATTAC 
48 genomséta 594 - 
83I22_TF_u CGGAGCCAGAAATTACATAGAGA 
83I22_TF_d ACTGCCGATAAATCCTTCAAAC 
48 genomséta 233 - 
83I22_TR_u TCCAGTTGCGGTTGAGAAATC 
83I22_TR_d AGAAGCCGAAAATGGGAACA 
52 genomséta 292 - 
46O12_TF_u ATATACCCACTATCACCGA 
46O12_TF_d GTTGTTCTTCTTCATCCAC 
48 genomséta, térképezés 205 hosszkülönbség 
46O12_TR_u CTCCTCGAAGAAGATAGTCAGA 
46O12_TR_d TGCCCCAACATGTAGGATAA 
48 genomséta 432 - 
69M14_TF_u CTCAAGCCGCTCTCACGACTC 
69M14_TF_d TTCCTCAACTGGCTGTAAAACCTG 
55 genomséta 399 - 
61E10_OP_u GAACCTTGGAATTATCA 
61E10_OP_d AAGACATGCAGTATGGA 
48 genomséta 93 - 
17C11_T7_u TGGTGGAAAATGAAGCAACAA 
17C11_T7_d GGAGCACGGGTCAGCATTAC 





54 genomséta 269 - 
61E10_T7_u CCTTACATAGGCATACA 
61E10_T7_d TTACGAGGACAACAAA 
48 genomséta 107 - 
69M14_TR_u TCTCCCTGTTTTCCACCTATGT 
69M14_TR_d ATGCCAGCAATTTCTTTCTATCT 
52 genomséta, térképezés 598 SSCP 
115P15_T7_u GATCAACTCTTCCACCGCTATTC 
115P15_T7_d GGATCTCCTTGCCAGTTTCTCTT 
50 genomséta, térképezés 275 SNP (Cel I) 
9I08_OP_u CTCCCATGTCCCAACTCCTAA 
9I08_OP_d TAAACATGCCCGATCACTAAAAA 
52 genomséta, térképezés 400 SNP (Cel I) 
46E24_OP_2u ATCATCTTCATCCCGACACAAT 
46E24_OP_2d TCGCCTCACAAATATCTAAACTT 
60 térképezés 690 SNP (Cel I) 
17J18ss1_u GGCTCAACTACTGCATGGGT 
17J18ss1_d TGACAAATCGGGTGTCGTTA 
58 térképezés 290 hosszkülönbség 
31D24int_1u GTTCCTGGCCCTAGAGATGCT 
31D24int_1d CAGATAATATGGCCGAGAAGGAG 
54 térképezés 520 SSCP 
22D10_1u AGAATCTTGATGACCTCCCC 
22D10_1d TCTCGGACGATAAAGGGA 





47 térképezés 316 SSCP 
MsLe_1u TTGATCTCAATGACCCAA 
MsLe_1d TTTCCCTGCTAACTTTTT 






52 allélszekvenálás 446 SNP (Cel I) 
MtLe_3u GAATTGAGAGGTGGAGGTGC 
MtLe_3d TGAGAGGGAAGGGTGAAGAG 



















55 allélszekvenálás 364 - 
MtLe_6u GTCAGAGGTTTTCGGTTGCTTA 
MtLe_6d GCACACTACTTTTGTTAGAGTCGTT 
55 allélszekvenálás 228 - 
Le_exex TTATGCCAAACACTGTGATACTG 52 RT-PCR 364 - 
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8. Rövidítések jegyzéke 
BAC: Bacterial Artificial Chromosome, mesterséges bakteriális kromoszóma vektor 
EST: Expressed Sequence Tags, cDNS szekvencia részlet 
TC: Tentative Consensus Sequence, átfed  EST-kb l összeállított szekvencia 
EMS: etil-metán-szulfonát 
PCR: Polimerase Chain Reaction, polimeráz láncreakció 
BC populáció: backcross, szül vel való visszakeresztezéssel nyert populáció 
RIL: Recombinant Inbred Lines, rekombináns beltenyésztett vonalak 
AFLP: Amplified Fragment Length Polymorphism, amplifikált fragment hosszkülönbség 
RAPD: Random Amplification of Polymorphic DNA, random amplifikált polimorfikus DNS 
SCAR: Sequence Characterized Amplified Region, szekvencia alapján amplifikált régió 
SSR: simple sequence repeats, mikroszatellitek, rövid tandem szekvencia ismétl dések 
CAPS: Cleaved Amplified Polymorphic Sequence, restrikciós hasítóhely polimorfizmusa 
SNP: Single Nucleotide Polymorphism, egy-egy nukleotid polimorfizmusa 
SSCP:Single Strand Conformation Polymorphism, egyszálú DNS konformáció polimorfizmus 
RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphism, restrikciós fragment hosszpolimorfizmus 
cM: centimorgan 
Mqk93 és Mcw2: M. sativa ssp. quasifalcata k93 és M. sativa ssp. coerulea w2 növények 
LG: linkage group, kapcsoltsági csoport  
GA: gibberellic acid, gibberellinsav  
GA3ox: gibberellin 3- -hidroxiláz  
GA20ox: gibberellin 20-oxidáz  
GA2ox: gibberellin 2-oxidáz  
ga1, ga2, ga3, ga4, ga5: Arabidopsis thaliana gibberellin mutánsok 
mth2: parciális HindIII emésztéssel létrehozott kettes Medicago truncatula BAC könyvtár 
UTR régió: nemtranszlálódó régió 
le mutáns: Stem Length, borsó szárhossz mutáns 
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Célunk a diploid lucerna térképez  populációjában (Kiss mtsai., 1993) leírt törpe 
fenotípusért felel s gén (MsDwf1) azonosítása volt. Az MsDwf1- fenotípust el zetesen a 
kettes kromoszóma hosszú karjának végére térképezték. A fenotípusért felel s gén 
azonosítását többféle irányból kíséreltük meg, egyrészt a térképezésen alapuló klónozás 
módszerével, másrészt a jelölt gén felöli megközelítéssel. Az el bbi irányvonalon els  célunk 
a minél közelebbi határmarkerek azonosítása volt. Ennek érdekében megnöveltük a M. sativa 
alaptérképez  populáció egyedszámát, így lehet vé vált egy a korábbinál részletesebb térkép 
készítése. A kiterjesztett populáció segítségével pontosítottuk és lesz kítettük az MsDwf1 
lókuszt tartalmazó régiót, és közelebbi határmarkereket azonosítottunk. A M. truncatula 
Genom Project szolgáltatta adatbázisokra támaszkodva nagy inszertméret  BAC klónokból 
álló, a határmarkerek közötti genomi régiót lefed  kontigot építettünk. 
A kísérletekben az exogén GA3 hatására az MsDwf1- fenotípus revertálódott, vad 
típusú alanyra oltással viszont nem lehetett a törpeséget menekíteni. Ezek a jellemz k arra a 
borsó mutánsra emlékeztetnek, amiben a fenotípust a Le (PsGA3ox) gén mutációja okozta. Az 
összehasonlító térképezés eredményi alapján a borsó Le gént tartalmazó darabját 
génsorrendjében hasonlónak találták a M. sativa LG2 azon részével, ahova MsDwf1 lókusz 
térképez dött (Kaló és mtsai., 2004). Annak bizonyítására, hogy az MsGA3ox gén 
koszegregál a mutáns fenotípussal, azonosítottuk a GA3ox gén feltételezett ortológját a 
modelnövény M. truncatulá-ból illetve a M. sativá-ból. A Medicago sativa kiterjesztett 
populációban az MsGA3ox gén koszegregált a vizsgált fenotípussal. Az MsGA3ox gén mutáns 
és vad típusú alléljának összehasonlítása felfedett egy konzervált aminosav cserét, ami 
elronthatta az enzim funkciót. 
Eredményeink arra utalnak, hogy a törpe fenotípusért ez a mutáció lehet a felel s. Ezt 
a feltevésünket támasztotta alá az elvégzett Arabidopsis transzformációs teszt is. A mutáns és 
vad típusú Medicago GA3ox allélok komplementációs képességét GA3ox génben mutáns A. 
thaliana (ga4) növényekben hasonlítottuk össze.  
Az ebben a dolgozatban ismertetett munka példát jelenthet arra, hogy hogyan 
integrálhatóak a M. truncatula genom projekt és a borsón végzett genetikai kutatások 




This thesis describes the identification of the gene and its mutant version responsible 
for the dwarf phenotype (MsDwf1-) of diploid Medicago sativa. The MsDwf1- phenotype of 
natural origin has been mapped to the end of the long arm of the second chromosome. In 
order to identify the mutated gene two approaches were used: (i) map based cloning 
experiments were carried out to delimit the genetic region containing the mutant locus and (ii) 
on the other hand candidate gene was searched based on the characteristics of the mutant 
phenotype. In the course of the genetic mapping approach, fine mapping of the mutant 
phenotype was carried out on an extended mapping population. This enabled us to define two 
tightly linked flanking  markers which were used to delimit the mutant locus on a contig of 
large insert M. truncatula BAC clones covered the genomic region between the flanking 
markers.  
Physiological experiments revealed that exogenously added gibberellic acid (GA3) 
restored normal growth but grafting could not rescued dwarf phenotype. These characteristics 
resembled to the extensively studied pea mutant in which the gene called Le (PsGA3ox) is 
affected. Comparative mapping studies demonstrated the syntenic genomic location of Le and 
MsDwf1 genes in the pea and Medicago. In order to demonstrate the co-segregation of the 
MsGA3ox gene and the mutant phenotype we identified the putative ortholog of GA3ox from 
the legume model plant, M. truncatula and M. sativa. Co-segregation of the MsGA3ox gene 
and the dwarf phenotype was found in the extended mapping population of M. sativa. The 
comparison of wild type and mutant allele sequences of MsGA3ox revealed an amino acid 
change in a conserved position in the mutant allele which most probably affected the function 
of the enzyme.  
Our results indicated that the dwarf phenotype was the consequence of this mutation. 
This hypothesis was supported by a heterologous transformation experiment in Arabidopsis
thaliana. The derivatives of the mutant and wild type Medicago GA3ox genes were used to 
test their complementation ability in dwarf A. thaliana plants mutated in the ortholog GA3ox 
gene (ga4 mutants). The identification of the MsGA3ox gene which mutant version probably 
responsible for the dwarf phenotype clearly demonstrated the two-way utility and application 
of molecular markers and the identified orthologous regions between the model species and 
related legumes. The combination of the model and crop species resources contributes better 
understanding of biological processes. 
